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1. Einleitung 
1.1 Mikrovesikel 
Zellen unterschiedlichen Ursprungs setzen spontan sog. Mikrovesikel frei (Wolf 1967, Müller 
et al. 2003). Diese extrazellulären Vesikel haben einen Durchmesser von 30 nm bis 800 nm. 
Der Begriff Mikrovesikel umfasst Mikropartikel und Exosomen, welche sich in Größe und 
Freisetzungsmechanismus jedoch unterscheiden. 
1.1.1 Mikropartikel (MP) 
1.1.1.1 Eigenschaften der MP 
Bei MP handelt es sich um Abschnürungen der Zellmembran mit einem Durchmesser von 
100 nm bis 800 nm, welche physiologischerweise im Blut von gesunden Individuen 
zirkulieren. Diverse Zellen wie z.B. Thrombozyten, Endothelzellen, Erythrozyten, Monozyten 
und neutrophile Granulozyten (Nieuwland et al. 1997, Nieuwland et al. 2000, Berckmans et 
al. 2001), jedoch auch Tumorzellen, sezernieren MP kontinuierlich durch Exozytose in den 
Extrazellulärraum (Zwicker et al. 2008). MP verschiedener Zellen unterscheiden sich 
dadurch voneinander, dass sie jeweils die Proteine ihrer Ursprungszelle auf ihrer Oberfläche 
tragen (van Wijk et al. 2003). 
Die MP-Freisetzung geschieht vermehrt infolge von Apoptose (infolge der Aktivierung der 
Rho-assoziierten Kinase ROCK I) (Coleman et al. 2001) oder nach Zellaktivierung durch 
diverse Agonisten, so z.B. bei Thrombozyten durch Thrombin, Kollagen und ADP (Wiedmer 
et al. 1991, Gemmel et al. 1993, Siljander et al. 1996). Aber auch sog. „Shear Stress“, sprich 
eine durch den Blutfluss bedingte, im Blutgefäß herrschende laminare Schubspannung, 
(Miyazaki et al. 1996, Reininger et al. 2006), Hypoxie und oxidativer Stress tragen zu einer 
gesteigerten MP-Sekretion bei (Ratajczak et al. 2006).  
MP sind von einer Phospholipid-Doppelschicht umgeben (Weerheim et al. 2002). Die 
Freisetzung der MP erfolgt infolge eines Anstiegs des Calciums im Zytosol der 
Ursprungszelle (Wiedmer et al. 1990), welcher von einer Disruption des Zytoskeletts der 
Ursprungszelle (Abb. 1 A, B), einem Wechsel von negativ geladenen Phospholipiden wie 
Phosphatidylserin an die Außenseite der Zellmembran (Abb. 1 C) und der Freisetzung der 
MP durch Exozytose begleitet wird (Abb. 1 D). Phosphatidylserin befindet sich während des 
Ruhezustandes der Zelle in der inneren Schicht der Zellmembran und wird erst durch die 
Aktivität der Enzyme Floppase und Lipid-Scramblase nach außen befördert (Zwaal et al. 
1997, Bevers et al. 1999). Auch Phosphatidylethanolamin wird dabei verstärkt an die 
Außenseite der Zellmembran gebracht. An diese exponierten Phospholipide können diverse 
Gerinnungsfaktoren binden. Schließlich können durch den Einbau der Phospholipide in den 
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Prothrombinase- und Tenase-Komplex der intrinsische sowie der extrinsische 
Blutgerinnungsweg aktiviert werden (van Wijk et al. 2003, Piccin et al. 2007, Key et al. 2010). 
A B 
  
C D 
  
Abb.1: Schematische Darstellung der MP-Freisetzung (modifiziert nach van Wijk et al. 2003) 
A: ruhende Zelle (1) mit intaktem Zytoskelett (2);  an der Innen- und Außenseite  
    der Zellmembran (3) befinden sich negativ geladene Phospholipide (4, schwarze Punkte)  
B: Disruption des Zytoskeletts (5)  
C: negativ geladene Phospholipide (4) gelangen verstärkt an die Außenseite der Zellmembran (3)  
D: Exozytose (6) von MP (7)  
1.1.1.2 Funktionen der MP 
Den MP werden vielfältige Funktionen zugeschrieben. MP spielen eine tragende Rolle bei 
der Aktivierung der Blutgerinnung. Zum einen weisen MP Phospholipide wie 
Phosphatidylserin auf ihrer Oberfläche auf, welche die Blutgerinnung aktivieren (Nieuwland 
et al. 1997, Nieuwland et al. 2000). Zum anderen wurde das Vorhandensein von 
prokoagulatorischen Proteinen auf der MP-Oberfläche beschrieben. So wurde auf den im 
Blut zirkulierenden MP Tissue Factor (TF) beobachtet, das Starterprotein des extrinsischen 
Blutgerinnungsweges (Müller et al. 2003).  
MP sind auch an der Angiogenese beteiligt, indem sie beispielsweise proangiogenetische 
mRNAs für Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Fibroblast Growth Factor (FGF), 
Angiopoetin 1, Ephrin A 3, Matrixmetalloproteinase (MMP) 2, und MMP 9 enthalten (Grange 
et al. 2011). Auch durch die Bildung von Fibrin, welches als Matrix für die Bildung neuer 
Blutgefäße dienen kann, wirken MP proangiogenetisch (van Doormaal et al. 2009).  
1.1.1.3 Pathologische Wirkungen von MP 
Eine gewisse Anzahl an MP findet man bereits im Blut von gesunden Menschen (Berckmans 
et al. 2001). Unter pathologischen Bedingungen sind die MP-Spiegel jedoch erhöht. Dies ist 
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beispielsweise der Fall bei Diabetes mellitus (Nomura et al. 1998), thrombotischen 
Erkrankungen (Preston et al. 2003) und Neoplasien, insbesondere beim Pankreaskarzinom, 
Ovarial- und Mammakarzinom (Tesselaar et al. 2007, Zwicker et al. 2009) sowie beim 
kolorektalem  Karzinom (Hron et al. 2007). 
Bei Patienten mit Pankreaskarzinom wurde ein erhöhter Spiegel an TF beobachtet 
(Tesselaar et al. 2007, Haubold et al. 2009, Thomas et al. 2009, Zwicker et al. 2009, Thaler 
et al. 2012, van Doormaal et al. 2012, Wang et al. 2012). Untersuchungen zeigen, dass 
Pankreaskarzinompatienten verstärkt TF-tragende MP im Blut aufweisen und sich ihre 
Prognose mit steigender TF-Aktivität der MP verschlechtert (Bharthuar et al. 2013, Thaler et 
al. 2013). Zusätzlich wird auch eine prokoagulatorische Wirkung von Mucinen auf der 
Oberfläche von karzinomatösen MP vermutet (Tesselaar et al. 2007, Zwicker et al. 2009, 
Wang et al. 2012). Letztlich erhöhen diese prokoagulatorischen Eigenschaften der MP bei 
Krebspatienten das Risiko eine thromboembolische Erkrankung zu entwickeln (Tesselaar et 
al. 2007). 
Karzinomatöse MP vermögen Zellen durch die Fusion mit der zellulären Plasmamembran zu 
transformieren. So können MP die onkogene Form des Epidermal Growth Factor Receptor, 
den Epidermal Growth Factor Receptor variant III (EGFRvIII), von aggressiven Gliomzellen 
auf weniger aggressive Gliomzellen transferieren (Al-Nedawi et al. 2008). Antonyak et al. 
(2011) beschreiben die Übertragung von Gewebetransglutaminase und Fibronectin durch 
karzinomatöse MP auf Fibroblasten sowie Endothelzellen und die damit verbundene 
onkogene Transformierung dieser Zellen. Auch RNA kann von karzinomatösen MP auf 
Akzeptorzellen transferiert werden (Baj-Krzyworzeka et al. 2006).  
Von besonderer Bedeutung könnte die Beteiligung der MP an der Bildung der sog. 
prämetastatischen Nische sein (Kap. 1.3.2). So könnten MP Tumorzellen rekrutieren, sie bei 
deren Absiedlung ins Gewebe unterstützen und bei der Ausbildung einer für den Tumor 
empfänglichen Mikroumgebung helfen (Antonyak et al. 2012, Martins et al. 2013). 
Beispielsweise verstärken MP aus renalen CD 105-positiven Tumorstammzellen die 
Expression von Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 1 (VEGFR 1), VEGF und MMP 
2 und sind somit an der Ausbildung einer prämetastatischen Nische in der Lunge beteiligt 
(Grange et al. 2011). 
1.1.2 Exosomen 
1.1.2.1 Eigenschaften der Exosomen 
Exosomen sind kleine Mikrovesikel mit einem Durchmesser von 30 nm bis 100 nm 
(Johnstone et al. 1987, Wolfers et al. 2001, Garnier et al. 2012). Ähnlich wie MP enthalten 
Exosomen miRNAs, mRNAs, DNA-Fragmente sowie Proteine und Lipide, die sich je nach 
Ursprungszelle unterscheiden können (Stoorvogel et al. 2002, Schorey et al. 2008, Kahlert et 
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al. 2013). Johnstone et al. (1987) beschreiben die Bildung von Exosomen als einen 
Mechanismus, welcher es den Zellen ermöglicht überschüssige Proteine zu externalisieren, 
z.B. indem Exosomen zur Entfernung des Transferrin-Rezeptors während der Retikulozyten-
Reifung dienen. Aber nicht nur Retikulozyten, sondern beispielsweise auch Thrombozyten 
(Heijnen et al. 1999), B-Lymphozyten (Raposo et al. 1996), Epithelzellen (Karlsson et al. 
2001), dendritische Zellen (Théry et al. 1999), Neuronen (Marzesco et al. 2005) sowie 
Tumorzellen (Trams et al. 1981, Wolfers et al. 2001) setzen kontinuierlich (Hood et al. 2011) 
Exosomen frei.  
Die Entstehung von Exosomen besteht aus mehreren Schritten (Abb. 2). Der Prozess 
beginnt mit der Bildung von frühen Endosomen. Hierbei handelt es sich um durch 
clathrinvermittelte Endozytose entstehende Vesikel, welche sich in der Zellperipherie 
befinden. Nach einem Reifungsprozess wandeln sie sich zu späten Endosomen um, welche 
in der Nähe des Zellkernes lokalisiert sind. Durch die Einstülpung der limitierenden 
endosomalen Membran werden aus späten Endosomen sog. Multivesicular Bodies (MVB) 
gebildet. Diese werden infolge einer Fusion mit der Plasmamembran als Exosomen in den 
Extrazellulärraum freigesetzt (Stoorvogel et al. 1991).  
 
1.1.2.2 Pathologische Bedeutung der Exosomen 
Tumor-Exosomen können das Onkoprotein MET auf Knochenmarksvorläuferzellen 
übertragen. Dadurch werden Knochenmarksvorläuferzellen mobilisiert und nehmen einen 
prometastatischen Phänotyp an, was das Tumorwachstum und die Metastasierung 
unterstützt (Peinado et al. 2012). Von Bedeutung sind Exosomen ferner im 
Metastasierungsvorgang durch ihre Beteiligung an der Bildung einer prämetastatischen 
Nische (Jung et al. 2009, Hood et al. 2011). Es konnte beispielsweise gezeigt werden, dass 
von Melanomen stammende Exosomen die Rekrutierung von Melanomzellen zu den 
ipsilateralen Lymphknoten, die Deposition einer extrazellulären Matrix sowie eine 
Gefäßproliferation in diesen Lymphknoten bewirken können (Hood et al. 2011).   
Des Weiteren vermögen Exosomen Erreger wie z.B. Prionen zu transportieren (Vella et al. 
2008). Multivesicular Bodies können zudem als Akkumulationsort des HI-Virus in humanen 
Makrophagen dienen (Nguyen et al. 2003, Pelchen-Matthews et al. 2004).  
Abb. 2: Schematische Darstellung der 
Exosomen-Freisetzung 
(modifiziert nach Stoeck et al. 2006) 
Bei der Exosomen-Freisetzung werden zunächst 
Membranproteine in Lipidvesikeln (1) endozytiert 
(2). Diese sog. frühen Endosomen (3) reifen zu 
späten Endosomen (4). Nach der Einstülpung der 
limitierenden endosomalen Membran (4) entstehen 
Multivesicular Bodies (5), welche durch die Fusion 
mit der Plasmamembran als Exosomen (6) 
sezerniert werden. 
 
 
 
 
 
 
 
| 7 
 
Schließlich könnten Exosomen ebenso wie MP eine prokoagulatorische Wirkung aufweisen, 
indem sie TF enthalten und auf Akzeptorzellen übertragen (Garnier et al. 2012, Park et al. 
2012). 
1.2 Pankreaskarzinom 
Das Pankreaskarzinom gehört zu den weltweit am häufigsten zum Tode führenden 
Tumorerkrankungen. In Deutschland werden pro Jahr ca. 8.000 neue Fälle diagnostiziert, in 
den USA sind es ca. 33.000 neue Fälle pro Jahr (Krejs et al. 2010). 
Bei den Karzinomen des Pankreas handelt es sich zum größten Teil um duktale 
Adenokarzinome (Yeo et al. 2002). Die Ätiologie des Pankreaskarzinoms ist noch 
weitgehend ungeklärt. Als prädisponierend für dessen Entstehung werden ein hoher 
Nikotinkonsum (Schulte et al. 2014), Adipositas (Michaud et al. 2001), chronische 
Pankreatitis (Lowenfels et al. 1993), Diabetes Mellitus (Everhart et al. 1995) sowie 
genetische Veränderungen, z.B. in Form von Mutationen der Tumorsuppressorgene BRCA2 
(Murphy et al. 2002) oder p16 (Borg et al. 2000) angesehen. Experimentelle Untersuchungen 
ergaben, dass das Pankreaskarzinom aus einer Reihe von Genmutationen wie Mutationen 
von Kras, p53 und DPC4/SMAD4 (Leung et al. 2013, Shin et al. 2013) entsteht. 
Das Pankreaskarzinom wird bei Männern etwas häufiger diagnostiziert als bei Frauen. Bei 
Diagnosestellung beträgt das Durchschnittsalter bei beiden Geschlechtern 60-65 Jahre 
(Moore et al. 2001, Yeo et al. 2002, Klein et al. 2013). Die 5-Jahres-Überlebensrate liegt bei 
nur ca. 5 % (Jemal et al. 2011), denn die Inzidenzrate ist nahezu identisch mit der 
Mortalitätsrate (Hahn et al. 2005). Dies ist darauf zurückzuführen, dass die Patienten zum 
einen für eine lange Zeit keine klinischen Symptome aufweisen. Treten diese auf, sind sie 
meist unspezifisch. Es kommt beispielsweise zu Appetitlosigkeit, Gewichtsverlust, 
Erbrechen, gastrointestinalen Schmerzen oder Ikterus. Dies erschwert eine Frühdiagnose 
des Tumors. Zum anderen trägt auch die Aggressivität der Erkrankung, bedingt durch 
lokalinvasives Wachstum und eine frühzeitige hämatogene und lymphogene Metastasierung 
des Tumors zur schlechten Prognose des Pankreaskarzinoms bei (Yeo et al. 2002). Des 
Weiteren stellt das Fehlen einer effektiven Behandlung ein großes Problem dar. Es sind 
Therapieansätze mit Radio- und Chemotherapie vorhanden, die einzige kurative Behandlung 
besteht allerdings in der chirurgischen Resektion nach Whipple (Andersson et al. 2004). 
Jedoch befinden sich mehr als 80 % der Tumore zum Zeitpunkt der Diagnosestellung nicht 
mehr in einem resezierbaren Stadium (Paulson et al. 2013).  
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1.3 Metastasierung des Pankreaskarzinoms 
1.3.1 Metastasierungsprozess 
Der Prozess der Metastasierung beginnt generell mit der Umwandlung der Zellen des 
Primärtumors vom epithelialen in den mesenchymalen Zelltyp. Nach der Degradierung und 
Remodellierung der Extrazellulärmatrix durch Tumorzell-eigene Proteasen können die 
Tumorzellen ins angrenzende Gewebe gelangen. Sie verlieren ihre Adhäsionseigenschaften, 
gewinnen an Migrationsvermögen und Invasivität. Anschließend erfolgt die Einwanderung 
der Tumorzellen in Blut- und Lymphgefäße. Damit kann es zur Extravasation und der 
Absiedlung ins Gewebe kommen (Oppenheimer et al. 2006, Geiger et al. 2009). 
Bei der Metastasierung des Pankreaskarzinoms sind neben Zellen mit dem Vermögen zur 
epithelial-mesenchymalen Transition insbesondere sog. Krebsstammzellen von besonderer 
Bedeutung. Diese entstehen in Folge von genetischen Veränderungen (c-kit und Kras-
Mutationen) sowie Änderungen von Signalwegen (Hedgehog, Notch, Wnt, AKT, NF-кB). Sie 
besitzen die Fähigkeit zur Selbsterneuerung, beispielsweise durch aktive Telomerase-
Expression, durch Resistenzen gegenüber Medikamenten sowie durch Aktivierung von anti-
apoptotischen Signalwegen (Tanase et al. 2014). Ferner tragen beispielsweise auch von 
Makrophagen, T- und B-Zellen sezernierte proinflammatorische Cytokine (Interleukin-1), von 
Makrophagen, Fibroblasten und Endothelzellen sezernierte Chemokine (CXC-Motiv-
Chemokinrezeptor 2) sowie Mastzellen zur Metastasierung des Pankreaskarzinoms bei 
(Wörmann et al. 2014). Auch pankreatische Stellatumzellen spielen durch die Produktion von 
Kollagen-Stroma und durch die Interaktion mit Tumorzellen eine Rolle bei der 
Metastasierung des Pankreaskarzinoms (Xu et al. 2014). 
Insgesamt gesehen ist die Metastasierung von Tumorzellen ein ineffektiver Vorgang, da nur 
weniger als 0,01 % der zirkulierenden Krebszellen überleben und metastasieren können. 
Dies ist u.a. darauf zurückzuführen, dass es in der Blutzirkulation zur Desintegration der 
Tumorzellen kommen kann (z.B. durch Shear Stress) bzw. die Tumorzellen durch 
Phagozytose-Zellen, wie z.B. Kupffer-Zellen, internalisiert und degradiert werden (Talmadge 
et al. 2010).  
1.3.2 Bildung der prämetastatischen Nische 
Für die Metastasierung des Pankreaskarzinoms ist die Bildung einer prämetastatischen 
Nische zu Beginn der Metastasierungskaskade von erheblicher Bedeutung. Bei der 
prämetastatischen Nische handelt es sich um ein Areal im Gewebe, in welchem sich 
metastatische Zellen ansiedeln, überleben und proliferieren können. Das Konzept der 
prämetastatischen Nische geht auf Steven Paget’s „Seed and Soil“ Hypothese zurück (Psaila 
et al. 2009). 
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Diese besagt, dass Tumorzellen oder Tumorstammzellen als Saat („seed“) und die 
Mikroumgebung eines Organs, sprich die prämetastatische Nische, als Boden („soil“) für die 
Metastasierung fungieren. Eine empfängliche Mikroumgebung ist für die Absiedlung der 
Krebszellen und deren Wachstum in vom Primärtumor entfernt gelegenen Geweben 
offensichtlich essenziell. So beobachtete Paget, dass manche Organe, wie z.B. die Leber, 
unabhängig von ihrer Durchblutung, empfänglicher für Metastasierung sind (Paget 1989). 
Bei der Bildung einer prämetastatischen Nische setzen zuerst Tumorzellen und mit ihnen 
interagierende Stromazellen Chemokine und Wachstumsfaktoren wie den Plazental Growth 
Factor und den Vascular Endothelial Growth Factor A (VEGF-A) frei. Fibroblasten werden 
somit zur Fibronectin-Produktion angeregt und hämatopoetische 
Knochenmarksvorläuferzellen aktiviert. Diese siedeln sich in Gewebearealen an, in welchen 
vermehrt Fibronectin gebildet wurde und sezernieren zusätzlich MMP-9, wodurch die 
Basalmembran degradiert und die weitere Ansiedlung dieser Zellen gefördert wird (Kaplan et 
al. 2005). Schließlich kommt es unter Vermittlung der hämatopoetischen 
Knochenmarksvorläuferzellen, der mit ihnen assoziierten Stromazellen sowie durch 
Fibronectin zu einer Veränderung der gewebeassoziierten Mikroumgebung. Dadurch werden 
wiederum weitere Chemokine und Integrine aktiviert und Tumorzellen rekrutiert (Kaplan et al. 
2006). Zusätzlich sind auch Myofibroblasten und neutrophile Granulozyten an der Bildung 
einer prämetastatischen Nische beteiligt. Myofibroblasten, sog. Tumor-assoziierte 
Fibroblasten, können aus residenten Fibroblasten entstehen. Beschrieben wurden aber auch 
eine Rekrutierung der Fibroblasten aus dem Knochenmark, ihre Entstehung aus 
mesenchymalen Stammzellen sowie aus Epithelzellen nach epithelial-mesenchymaler 
Transition (Radisky et al. 2007, Zeisberg et al. 2007, Spaeth et al. 2009). Durch die 
Produktion von Wachstumsfaktoren, Cytokinen, Chemokinen sowie Matrix-degradierenden 
Enzymen induzieren Tumor-assoziierte Fibroblasten eine geeignete Mikroumgebung für das 
Tumorwachstum und können so an der Ausbildung einer prämetastatischen Nische beteiligt 
sein (Spaeth et al. 2009).  
Auch neutrophile Granulozyten vermögen die Extrazellulärmatrix zu remodellieren und nach 
ihrer Extravasation eine empfängliche Mikroumgebung für Tumorwachstum und 
Metastasierung zu induzieren (De Larco et al. 2004, Psaila et al. 2009). In der Leber 
unterstützen die Neutrophilen Tumorzellen bei deren Adhäsion an das sinusoidale Endothel 
(McDonald et al. 2009). Des Weiteren kann das von neutrophilen Granulozyten exprimierte 
Bv8-Protein die Angiogenese stimulieren und damit pro-metastatisch wirken (Shojaei et al. 
2008). 
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1.3.3 Metastasierung und Blutgerinnung 
Die lokale Aktivierung der Blutgerinnung in der Mikrozirkulation scheint für den 
Metastasierungsvorgang förderlich zu sein. Verschiedene Autoren zeigten bereits, dass die 
Inhibierung von TF (Mueller et al. 1992), P-Selectin (Kozlowski et al. 2011), Thrombin (Esumi 
et al. 1991) oder Fibrinogen (Palumbo et al. 2000) die Metastasierung von Melanomen, 
Lungen- bzw. kolorektalen Karzinomen reduziert. Die Bildung eines Blutgerinnsels kann 
möglicherweise die Ausbreitung der Tumorzellen begünstigen und sie vor Natürlichen 
Killerzellen (Bobek et al. 2005) oder Shear Stress (Konstantopoulos & McIntire 1996) in den 
Blutgefäßen schützen. Thrombozyten wiederum können durch ihre Interaktion mit 
Tumorzellen die epithelial-mesenchymale Transition einleiten (Labelle et al. 2011) oder das 
Tumorwachstum direkt stimulieren, indem sie Wachstumsfaktoren und Chemokine freisetzen 
(Gay & Felding-Habermann 2011).  
1.4 Mechanismen der Fibrinbildung 
Die Fibrinbildung kann auf einem intrinsischen und einem extrinsischen Blutgerinnungsweg 
erfolgen. Durch beide Wege kommt es zur Aktivierung des Faktors X, welcher die Bildung 
von Thrombin und anschließend von Fibrin induziert. Die Gerinnungsfaktoren sind 
Serinproteasen (mit Ausnahme der Glykoproteine Faktor V und Faktor VIII), die vor ihrer 
Aktivierung als Zymogene vorliegen. 
Bedeutsamer in vivo ist der extrinsische Gerinnungsweg (Abb. 3). Dessen Aktivierung 
beginnt mit der auf einer Gewebeverletzung basierenden Exposition des 
Transmembranproteins TF. TF (auch Faktor III, CD 142, Thromboplastin) wandelt 
zusammen mit Faktor VIIa den Faktor X zu Faktor Xa um. Dieser konvertiert in einem 
Prothrombinasekomplex mit Faktor Va, Calcium und Phospholipiden Prothrombin zu 
Thrombin. Thrombin spaltet daraufhin Fibrinogen zu Fibrin (Hemker et al. 1995, Lane et al. 
2005, Peraramelli et al. 2013). Zusätzlich kann TF zusammen mit Faktor VIIa auch Faktor IX 
aktivieren und den intrinsischen Gerinnungsweg beeinflussen (Lawson et al. 1994).  
Der intrinsische Weg beginnt durch den Kontakt des Blutes mit einer negativ geladenen 
Oberfläche (z.B. Phospholipide, Lipoproteine, Bakterien), wodurch Faktor XII zu Faktor XIIa 
aktiviert wird (Abb. 3). Hierauf wird Präkallikrein zu Kallikrein konvertiert. Kallikrein 
seinerseits führt mit hochmolekularem Kininogen zur weiteren Aktivierung von Faktor XII. 
Faktor XIIa wandelt daraufhin Faktor XI zu Faktor XIa um. Dieser spaltet Faktor IX zu Faktor 
IXa. Zusammen mit Faktor VIIIa, Phospholipiden und Calcium bildet Faktor IXa schließlich 
den Tenase-Komplex, wodurch Faktor X zu Faktor Xa konvertiert wird und der gemeinsame 
Blutgerinnungsweg gestartet wird (Schmaier et al. 1999, Björkqvist et al. 2013). 
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Faktor IXFaktor IXa
 
Abb. 3: Schematische Darstellung der Blutgerinnungskaskade 
Grüner Rahmen: Extrinsischer Blutgerinnungsweg: Nach einer Gewebeverletzung geht TF einen Komplex mit Faktor VIIa ein.  
Der TF/Faktor VIIa-Komplex aktiviert auch Faktor IX und greift damit in den intrinsischen Blutgerinnungsweg ein.  
Roter Rahmen: Intrinsischer Blutgerinnungsweg: Durch den Kontakt mit einer negativ geladenen Oberfläche wird Faktor XII zu 
Faktor XIIa konvertiert, Faktor XIIa spaltet Faktor XI zu Faktor XIa. Anschließend wird durch Faktor XIa der Faktor IX zu Faktor  
IXa umgewandelt. 
Blauer Rahmen: Gemeinsamer Blutgerinnungsweg: Faktor X wird zu Faktor Xa aktiviert, woraufhin Prothrombin zu Thrombin  
konvertiert wird und aus Fibrinogen Fibrin gebildet wird. 
1.4.1 Fibrinbildung als „Host Defense Mechanismus“ 
Die Bildung von Gefäßthrombosen durch Wirtszellen kann den Organismus vor Pathogenen 
schützen (Massberg et al. 2010, Engelmann & Massberg 2013). Die Pathogene können 
durch das Fibrin in Mikrogefäßen „eingefangen“ und dadurch an ihrer weiteren 
Disseminierung gehindert werden. Massberg et al. (2010) beobachten, dass bei Infektionen 
die von neutrophilen Granulozyten freigesetzten Serinproteasen und extrazellulären 
Nukleosomen den extrinsischen und intrinsischen Blutgerinnungsweg aktivieren. Dadurch 
können die Bakterien nicht in das Gewebe einwandern.  
Analog dazu zeigen Luo et al. (2011), dass bei Infektionen mit dem gram-negativen 
Bakterium Yersinia Enterocolitica der Wirt den TF-abhängigen Gerinnungsweg aktiviert. Das 
Fibrin fördert die Absonderung von inflammatorischen Zytokinen und reduziert das 
Überleben der Bakterien. Ferner dient Fibrinogen auch als Ligand für das αmβ2- 
Leukozytenintegrin und vermag somit die Leukozytenfunktion und die angeborene Immunität 
zu stimulieren (Flick et al. 2004).  
 
| 12 
 
1.5 Tumor-assoziierte Thrombose 
Schon im Jahr 1865 stellte der französische Internist Armand Trousseau einen direkten 
Zusammenhang zwischen Thrombosen und malignen Erkrankungen fest (Trousseau 1865).  
Viele neuere Studien bestätigen, dass Patienten mit Tumoren häufiger an venösen 
Thromboembolien leiden als Patienten ohne Karzinome (Khorana et al. 2004, Zwicker et al. 
2007, Davila et al. 2008).  
Der Begriff Venöse Thromboembolie umfasst die Tiefe Venenthrombose, welche sich 
vornehmlich als Tiefe Beinvenenthrombose (Deep Vein Thrombosis=DVT) äußert, und die 
Lungenembolie.  
Ein besonders hohes Risiko für die Entwicklung der DVT besteht beispielsweise bei 
Patienten mit Gehirn-, Ovarial- und Pankreaskarzinomen (Lee & Levine 2003, Blom et al. 
2006, Zwicker et al. 2007, Khorana et al. 2008). Weiteren klinischen Untersuchungen zufolge 
ist einer von fünf DVT-Fällen Tumor-assoziiert (Zwicker et al. 2007). Patienten mit Tumor-
assoziierten Thrombosen weisen, verglichen mit DVT-Patienten ohne Karzinome, eine 
vierfach höhere Rezidivrate für DVT auf (Prandoni et al. 2002). Außerdem geht DVT mit 
einer erhöhten Mortalität der Tumorpatienten einher (Chew et al. 2006, Khorana et al. 2007). 
Die Mechanismen der Entstehung der DVT bei Karzinompatienten sind noch unzureichend 
bekannt. Vermutet wird die Beteiligung des Transmembranrezeptors TF, welcher an den 
Blutgerinnungsfaktor VII bindet und somit den extrinsischen Blutgerinnungsweg aktiviert. TF 
wird zum einen von Endothelzellen, Monozyten, Makrophagen und Fibroblasten infolge von 
inflammatorischen Prozessen freigesetzt, zum anderen aber auch durch die Tumorzellen 
selbst (Furie & Furie 2006). Ebenso vermögen tumoröse MP, welche TF auf ihrer Oberfläche 
tragen, gerinnungsfördernd zu wirken (Zwicker et al. 2007, Davila et al. 2008, Khorana et al. 
2008). Des Weiteren können Tumor-MP auch Mucine exprimieren und auf diesem Wege 
prokoagulatorisch agieren (Tesselaar et al. 2007, Zwicker et al. 2009).  
DVT kann möglicherweise ebenfalls durch die von Monozyten, Endothelzellen sowie von 
Tumorzellen freigesetzten pro-inflammatorischen Zytokine wie den Tumornekrosefaktor und 
Interferon Gamma (Zwicker et al. 2007) hervorgerufen werden, sowie durch die Cystein-
Endopeptidase Cancer Procoagulant, welche von Krebszellen exprimiert wird und den 
Blutgerinnungsfaktor X direkt aktiviert (Gordon et al. 1981). Schließlich kann aber auch eine 
Chemotherapie zur Thrombosebildung bei Krebspatienten beitragen (Otten et al. 2004, 
Khorana et al. 2005). 
1.5.1 Mechanismen der DVT 
Für die Entstehung der DVT sind eine Reduktion oder eine Stase des Blutflusses, die 
Aktivierung des Gefäßendothels und Änderungen in der Blutzusammensetzung von 
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Bedeutung (Mackman et al. 2012, Schulz et al. 2013). Dies beschrieb schon im 19. 
Jahrhundert der Pathologe Rudolf Virchow (Virchow’sche Trias). 
Verschiedene, miteinander interagierende Blutzellen spielen eine tragende Rolle bei der 
Entstehung der DVT. Durch die Restriktion des Blutflusses kommt es zunächst zur Adhäsion 
von Monozyten und neutrophilen Granulozyten an das Venenendothel. Dieser Vorgang ist 
abhängig von endothelialem P-Selectin. Schließlich werden auch Thrombozyten rekrutiert, 
welche die Fibrinbildung durch die Rekrutierung von Leukozyten und durch die Stimulierung 
der gerinnungsaktivierenden NETs (Neutrophil Extracellular Traps) fördern. Zudem ist auch 
der von Leukozyten stammende TF entscheidend für die Gerinnungsaktivierung im Rahmen 
der DVT (von Brühl et al. 2012). 
1.6 Zielsetzung 
DVT bildet die zweithäufigste Todesursache bei Patienten mit Pankreaskarzinom und ist mit 
einer erhöhten Mortalität verbunden (Khorana et al. 2004, Blom et al. 2006). Im Blut dieser 
Patienten wurden MP-Spiegel beobachtet, welchen prokoagulatorische Eigenschaften 
zugeschrieben werden. Auf der Basis dieser Befunde wurden in der vorliegenden Arbeit die 
folgenden Fragestellungen untersucht: 
 Besitzen Pankreaskarzinomzellen und Pankreaskarzinom-Mikrovesikel 
prokoagulatorische Eigenschaften?  
 Kommt es dabei zur Aktivierung des intrinsischen und/oder des extrinsischen 
Blutgerinnungsweges?  
 Welche Bedeutung haben Tumor-MP bei DVT? 
 Verursachen Tumor-MP und/oder Tumorzellen Mikrogefäßthrombosen? 
 Welche Rolle spielt die Fibrinbildung in der Metastasierung des Pankreaskarzinoms? 
 Produzieren die Wirtszellen Fibrin im Rahmen eines Host Response Mechanismus 
selbst, um sich vor den Krebszellen und deren MP zu schützen und die 
Metastasierung zu verhindern?  
 Oder wird Fibrin durch die Zellen und/oder MP des Karzinoms selbst gebildet um der 
Abwehr durch das angeborene Immunsystem zu entkommen und somit mittels eines 
Immune Escape Mechanismus die Metastasierung zu ermöglichen? 
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2. Material und Methoden 
2.1 Material  
2.1.1 Geräte 
ELISA Reader Dynatech MR7000 
ELISA Reader Spectra Max Paradigm 
Fluoreszenzmikroskop Axioskop 2 FS MOT 
Konfokales Laserscanmikroskop LSM 510 
Meta 
Kryostat Leica CM 1850 
Lichtmikroskop Axiovert 100 
Mikrotom RM 2255 
pH–Meter HI 221 
Röntgenfilm- Entwicklungsmaschine  
Rührer MR 2002 
Schüttelgerät KS 250 basic 
Sonifier Branson ® B15 
 
Sterilbank HLB 2472 
Thrombelastograph D (Roteg) 
 Küvetten Rotem 
Ultrazentrifuge OptimaTMLE-80K 
Vortex Genie–2  
Waage MC1 LC 620 S 
Wasserbad Julabo U3 
Western Blot Kammer 
Zählkammer Neubauer Improved 
Zellkulturinkubator 
Zentrifugen: Rotina 35R, Universal 32, Mikro 
22R 
Centrifuge 5415 
Dynatech Laboratories (Alexandria, USA) 
Molecular Devices (Biberach a.d. Riss, D) 
Zeiss (Jena, D) 
Zeiss (Jena, D) 
 
Leica Biosystems (Wetzlar, D) 
Zeiss (Jena, D) 
Leica Biosystems (Wetzlar, D) 
Hanna Instruments (Kehl a. Rhein, D) 
AGFA (Mortsel, B) 
Heidolph (Schwabach, D) 
IKA-Labortechnik (Staufen, D) 
G. Heinemann Ultraschall-und Labortechnik 
(Schwäbisch Gmünd, D) 
Heraeus (Hanau, D) 
Pentapharm GmbH (München, D) 
Tem Innovations GmbH (München, D) 
Beckman (München, D) 
Bender&Hobein AG (Zürich, CH) 
Sartorius (Göttingen, D) 
Julabo Labortechnik (Allentown, USA) 
BioRad (München, D) 
Brand (Wertheim, D) 
Heraeus (Hanau, D) 
Hettich (Tuttlingen, D) 
 
Eppendorf (Hamburg, D) 
2.1.2 Verbrauchsmaterial 
Gewebekulturflaschen 250 ml, 750 ml 
Menzel Deckgläser 18x18 mm, 24x50 mm, 
Menzel-Gläser Superfrost 
Multiwell Platten 96-well, flach  
Reagiergefäß 1,5 ml Easy Cap 
Röntgenfilm (Fuji Medical) 18 x 24 cm 
Stripette 5 ml, 10 ml 
Transferpipetten 3,5 ml  
Ultrazentrifugenröhrchen (11 x 60 mm) 
Zentrifugenröhrchen, konisch aus 
Polypropylen, 15 ml, 50 ml  
BD FalconTM (Heidelberg, D) 
Thermo Scientific (Braunschweig, D) 
 
BD Biosciences (Heidelberg, D) 
Sarstedt (Nümbrecht, D) 
Fujifilm Europe GmbH (Düsseldorf, D) 
Corning (München, D) 
Sarstedt (Nürnbrecht, D) 
Beckman Coulter (Krefeld, D) 
BD FalconTM (Heidelberg, D) 
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2.1.3 Chemikalien/Reagenzien    
Aniline Blue Solution  
 
Beriplex P/N 500 
BSA Bovines Serum Albumin  
BSA Standard for Protein Assay 
Calciumchlorid 
Control si-RNA 
Corn Trypsin Inhibitor 
Dako EnVisionTM+System-HRP (DAB) 
DCF 5–(and-6)-carboxyfluorescein diacetate 
succinimidyl ester 
Dc Protein Assay Reagenz A und B 
Desirudin  
 
DMEM  
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline  
Ethanol 70%  
FBS (Fetal Bovine Serum)  
Ferric Ammonium Sulfate 5% Solution 
 
Fish Skin Gelatine 
Formaldehyd 
Freezing Medium 
Goat Serum 
Glukose 
Glycerol 
Hepes 
Human Factor XII 
 
Kaliumchlorid 
Kaliumdihydrogenphosphat 
Kollagen Typ I  
Lipofectamine 
Magnesiumchlorid 
Mayer’s Hematoxylin  
 
Methanol 
MKLP1 siRNA 
MKLP1 shRNA 
Mowiol 
Mucin-1 siRNA 
Mucin-1 shRNA 
Natriumchlorid 
Natriumhydrogencarbonat 
Natriumhydrogenphosphat 
Non Essential Amino Acids  
Electron Microscopy Sciences (Hatfield, 
USA) 
CSL Behring (Hattersheim am Main, D) 
Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D) 
Interchim (Montlucon, F) 
Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D) 
Calbiochem (Darmstadt, D) 
Calbiochem (Darmstadt, D) 
Dako (Hamburg, D) 
Molecular Probes/Invitrogen (Karlsruhe, D) 
 
BioRad (München, D)  
Canyon Pharmaceuticals GmbH (Bahlingen 
a.K., D) 
Invitrogen (Karlsruhe, D)  
Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)  
Roth (Karlsruhe, D) 
Invitrogen (Karlsruhe, D)  
Electron Microscopy Sciences (Hatfield, 
USA) 
Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)  
Roth (Karlsruhe, D) 
Ibidi (Planegg, D) 
Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)  
Roth (Karlsruhe, D) 
Calbiochem (Darmstadt, D) 
Roth (Karlsruhe, D) 
Haematologic Technologies Inc. (Vermont, 
USA) 
Roth (Karlsruhe, D) 
Roth (Karlsruhe, D) 
Nycomed Pharma GmbH (Konstanz, D)  
Invitrogen (Karlsruhe, D)  
Invitrogen (Karlsruhe, D)  
Electron Microscopy Sciences (Hatfield, 
USA) 
Roth (Karlsruhe, D) 
Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg, D)   
Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg, D) 
Calbiochem (Darmstadt, D) 
Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg, D)   
Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg, D) 
Roth (Karlsruhe, D) 
Roth (Karlsruhe, D) 
Roth (Karlsruhe, D) 
Pan Biotech (Aidenbach, D) 
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Opti®MEM  
Page RulerTM Plus Prestained Protein 
Ladder 
PCK  
Penicillin/Streptomycin 
Peroxidase Substrate Kit DAB 
Phosphotungistic Acid, 1% Aqueous 
Solution 
Picric Acid Orange G Solution 
 
Ponceau-Acid Fuchsin Solution 
 
Puromycin Dihydrochloride  
Rabbit Serum 
RACGAP1 siRNA 
RACGAP1 shRNA 
Rivaroxaban 
Roticlear  
Saponin 
S 2222 
S 2302 
Thromboplastin 
Thromborel S 
Tissue Tek 
Tris 
Tri–Natriumcitrat Dihydrat 
Trypanblau  
Trypsin EDTA (1x/10x) 
Tween 20 (Polyoxyethylensorbitan 
Monolaurat) 
Vectastain ABC Kit 
Vitamine 
Invitrogen (Karlsruhe, D)  
Bachem AG (Bubendorf, D) 
 
Thermo Fisher Scientific (Schwerte, D) 
Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D) 
Vector Laboratories (Burlingame, USA) 
Electron Microscopy Sciences (Hatfield, 
USA) 
Electron Microscopy Sciences (Hatfield, 
USA) 
Electron Microscopy Sciences (Hatfield, 
USA) 
Calbiochem (Darmstadt, D) 
Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)  
Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg, D)   
Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg, D)   
Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg, D)   
Roth (Karlsruhe, D) 
Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D) 
Haemochrom Diagnostica (Essen, D) 
R&D Systems (Minneapolis, USA) 
Siemens Healthcare (Marburg, D) 
Hartenstein (Würzburg, D) 
Roth (Karlsruhe, D) 
Roth (Karlsruhe, D) 
Roth (Karlsruhe, D) 
Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D) 
PAA Laboratories (Cölbe, D) 
Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D) 
 
Vector Laboratories (Burlingame, USA) 
Pan Biotech (Aidenbach, D) 
2.1.4 Antikörper (AK) 
purified mouse monoclonal anti-human anti-
CD 142  
rabbit polyclonal anti-α-SMA 
rat monoclonal anti-mouse anti-Cytokeratin 
19 (Troma III) 
rabbit polyclonal anti-human anti-Fibrinogen 
goat biotinylated anti-mouse IgG 
purified monoclonal anti-mouse anti-IgG 1, κ 
Isotype 
goat biotinylated anti-rabbit IgG 
rabbit biotinylated anti-rat IgG 
rabbit monoclonal anti-human anti-Ki67 
purified rat anti-mouse anti-Ly-6G 
rabbit polyclonal anti-MKLP 1  
BD Biosciences (Heidelberg, D) 
 
Abcam (Cambridge, UK) 
University of Iowa, Developmental Studies 
Hybridoma Bank 
Dako (Hamburg, D) 
Vector Laboratories (Burlingame, USA) 
BD Biosciences (Heidelberg, D) 
 
Vector Laboratories (Burlingame, USA) 
Vector Laboratories (Burlingame, USA) 
Abcam (Cambridge, UK) 
BD Biosciences (Heidelberg, D) 
Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg, D) 
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goat polyclonal anti-mouse anti-Mucin-1 
rabbit polyclonal anti-RACGAP1  
rabbit polyclonal anti-human anti-Tissue 
Factor IgG 
Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg, D) 
Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg, D) 
American Diagnostica (Pfungstadt, D) 
2.1.5 Puffer 
Block-Puffer                                                                 
 
CaCl2 (Faktor Xa Bildung) 
 
Ca/Hepes (TEG) 
 
 
Ca/Mg (Flusskammer) 
 
Citrat-Puffer  
 
 
Hepes-Puffer 
 
 
Lauf-Puffer (10x) 
 
 
Lysis-Puffer 
 
 
Mowiol 
 
 
PBS 
 
 
 
Permeabilisierungs-/Blocklösung 
 
 
Resus-Puffer 
 
 
 
 
SDS-Ladepuffer 
 
 
 
Stripping-Puffer 
 
1xTBS, 0,1 % Tween 20, 5 % BSA 
 
225 mg CaCl2 x 2H2O, in 50 ml bidest. H2O 
 
10 mM Hepes, 100 mM CaCl2,  
in bidest. H2O, pH 7,4 
 
75 mM CaCl2, 37,5 mM MgCl2 
 
1,05 g Citronensäure-Monohydrat,  
in 500 ml bidest. H2O, pH 6 
 
137 mM NaCl, 4 mM KCl, 11 mM Glucose, 
10 mM Hepes, in bidest. H2O, pH 7,4 
 
30,25 g Tris, 144 g Glycin, 50 ml 10 % SDS, 
in 1000 ml bidest. H2O  
 
50 mM Tris, 50 mM NaCl, 5 mM EDTA,  
1 % Triton X, pH 8 
 
2,5 g Mowiol, 6 g Glycerin, 6 ml bidest H2O, 
0,2 M Tris-HCl (pH 8,5), 5 % DABCO 
 
137 mM NaCl, 8 mM Na2HPO4 x 2H2O, 2,7 
mM KCl, 1,5 mM KH2PO4, in bidest. H2O,  
pH 7,4 
 
0,2 % Fish Skin Gelatine, 0,5 % BSA,  
0,1 % Saponin 
 
138 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 12 mM NaHCO3, 
0,4 mM NaH2PO4x2H2O, 1 mM MgCl2 x 
6H2O, 5 mM D(+)-Glucose, 5 mM Hepes,  
pH 7,35 
 
10 mM Tris/HCl (pH 6,8), 2 % SDS,  
5 % ß-Mercaptoethanol, 10 % Glycin,  
0,1 % Bromphenolblau 
 
15 g Glycin, 1 g SDS, 10 ml Tween-20,  
in 1000 ml bidest. H2O, pH 2,2 
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TBS 10 x 
 
 
TBS-Tween 
 
 
TNC  
 
Transfer-Puffer 
 
 
Tris/HCl 10x (0,5M) 
 
ZnCl2  
61 g Trizma Base, 90 g NaCl,  
in 1000 ml bidest. H2O 
 
10 x TBS 1:10 mit bidest. H2O verdünnen, 
0,05 % Tween-20 
 
125 mM TNC, in bidest. H2O 
 
38,6 mM Glycin, 47,9 mM Tris,  
10 % Methanol, 0,37 % SDS 
 
0,5 M Tris, in 1000 ml bidest. H2O (pH 7,5) 
 
10 mM ZnCl2, in bidest. H2O 
2.1.6 Zelllinien 
murine Zelllinie:  
KCP 
 
 
humane Zelllinien:  
FG, L3.6pl 
 
Dr. Hana Algül, II. Medizinische Klinik und 
Poliklinik, Klinikum rechts der Isar der TU 
München (München, D) 
 
Prof. Christiane Bruns, Klinik für Allgemein-, 
Viszeral- und Gefäßchirurgie,Otto-von-
Guericke Universität (Magdeburg, D) 
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2.2. Methoden 
2.2.1 Zellkultur 
2.2.1.1 Verwendete Zelllinien  
Für alle Versuche wurden Pankreaskarzinom-Zelllinien aus einem orthotopen und einem 
transgenen Mausmodell verwendet. Die L3.6pl- und FG-Zelllinien des orthotopen Modells 
entstammen ursprünglich der aus einer Metastase eines axillaren Lymphknotens 
gewonnenen Zelllinie COLO 357 (Vezeridis et al. 1992, Bruns et al. 1999). Aus dieser 
wurden in vitro eine schnell wachsende Fast Growing (FG)-Zelllinie und eine langsam 
wachsende Slow Growing (SG)-Zelllinie geschaffen. Durch die Injektion der FG-Zellen in das 
Pankreas von Nacktmäusen und deren Isolierung aus den Lebermetastasen entstand die 
L3.3pl-Zelllinie (pl=pancreas-liver). Nach wiederholter Inokulation der Zellen ins Pankreas 
und ihrer Isolierung aus den Lebermetastasen wurde aus der kaum metastatischen FG-
Zelllinie die hochmetastatische L3.6pl-Zelllinie generiert.   
KCP-Zellen wurden in einem transgenen Modell des Pankreaskarzinoms entwickelt. Es 
wurden transgene Mäuse (Kreuzung von C57Bl6- und BALB/c-Mäusen) mit der Kras-
Mutation G12D sowie mit einer Deletion des Tumorsuppressorgens p53 gezüchtet. In 
diesem transgenen Mausmodell entwickelten die Mäuse nach bereits ca. 4 Wochen spontan 
einen Primärtumor des Pankreas. Durch Isolierung von Zellen aus dem Pankreas dieser 
Mäuse wurde die KCP-Zelllinie generiert. Dazu wurde das Pankreas zerkleinert und in 
Nährmedium bei 37° C und 5 % CO2 im Brutschrank kultiviert, bis sich nach ein paar Tagen 
Pankreaskarzinomzellen abgesetzt hatten. 
2.2.1.2 Kultivierung von Zellen 
Die Zelllinien wurden in mit Nährmedium befüllten Zellkulturflaschen im Zellkulturschrank bei 
37° C und 5 %-iger CO2-Atmosphäre kultiviert. Jeden zweiten bis dritten Tag wurde das 
Medium gewechselt. Für die L3.6pl-und FG-Zelllinien wurden 500 ml von 1 g/l Glukose 
enthaltendem DMEM mit 50 ml FBS, 5 ml Penicillin/Streptomycin, 6 ml Vitamin-Mischung 
und 5 ml nicht-essenziellen Aminosäuren angemischt. 
Die KCP-Zelllinie wurde mit 4,5 g/l Glukose enhaltendem DMEM unter Zusatz von 50 ml 
FBS, 5 ml Penicillin/Streptomycin und 5 ml nicht-essenziellen Aminosäuren kultiviert. 
Sobald sich ein konfluenter Zellrasen gebildet hatte, wurden die Zellen unter der Sterilbank 
mit 6 ml Trypsin/EDTA (0,05 % Trypsin, 0,02 % EDTA) abgelöst, in sterilen 15 ml Falcon-
Röhrchen bei 170 x g für 8 Min. zentrifugiert, mit PBS gewaschen und bei denselben 
Einstellungen erneut zentrifugiert. Schließlich wurden die Zellen 1:5 in Nährmedium verdünnt 
und in Zellkulturflaschen ausgesät. KCP-Zellen wurden bis zur 14. Passage gezüchtet, 
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danach wurden aus dem Zellvorrat (eingefrorene Zellstocks bei -80° C) Zellen mit einer 
niedrigeren Passagenzahl entnommen und im Brutschrank kultiviert. 
2.2.1.3 Einfrieren, Auftauen und Revitalisieren von Zellen 
Zum Einfrieren wurden die aus den Zellkulturflaschen abgelösten Zellen (Kap. 2.2.1.2) erst 8 
Min. bei 170 x g und 24° C zentrifugiert, mit PBS gewaschen und bei denselben 
Einstellungen erneut zentrifugiert. Schließlich wurde das Zellpellet in 1 ml Einfriermedium 
gelöst und in 1 ml-Reaktionsgefäßen bei -80° C eingefroren. Zum Revitalisieren wurden die 
eingefrorenen Zellen bei Raumtemperatur (RT) aufgetaut, zweimal für je 8 Min. bei 170 x g 
zentrifugiert, mit PBS gewaschen und in Kulturflaschen im entsprechenden Nährmedium 
ausgesät. 
2.2.1.4 Zellzahlbestimmung 
Die Zellzahlbestimmung erfolgte in einer Neubauer-Zählkammer. Hierbei handelt es sich um 
eine 30 mm x 80 mm große und ca. 5 mm dicke Glasplatte mit einer vertieften Mittelfläche, 
auf welcher quadratische Felder mit einem Zählgitter eingraviert sind.  
Zur Auszählung der Zellzahl wurden 10 µl einer zu bestimmenden Zellsuspension, 90 µl PBS 
und 100 µl einer 0,05 % Trypanblau-Lösung gemischt und je 10 µl dieses Gemisches bei 
aufgelegtem Deckglas beidseits auf die Kammer aufgetragen.  
Die Zellzahl ließ sich errechnen, indem die Menge von lebenden Zellen in einer bestimmten 
Anzahl von Quadraten ausgezählt und der Mittelwert daraus ermittelt wurde. Schließlich 
wurde diese Zahl mit einem bestimmten Faktor, dem Kehrwert des Produkts aus 
Quadratfläche und Kammerhöhe, multipliziert. Der daraus resultierende Wert stellte die 
Zellzahl pro Volumeneinheit dar. 
In den vorliegenden Versuchen wurden zwei Quadrate ausgezählt und folgende Formel 
verwendet: (Zellzahl Quadrat 1 + Zellzahl Quadrat 2) x 100. Das Ergebnis ergab die Zellzahl 
pro µl. 
2.2.1.5 Zellaufschluss  
2.2.1.5.1 Lyse der Zellen durch Einfrieren und Auftauen 
Die in max. 200 µl Lysis-Puffer gelösten Zellen bzw. MP wurden für 1 Min. Flüssigstickstoff 
ausgesetzt und gleich darauf im Wasserbad für 1 Min. bei 37° C wieder aufgetaut. Dieser 
Vorgang wurde zweimal wiederholt. 
2.2.1.5.2 Lyse der Zellen durch Ultraschall 
Zellen bzw. MP wurden in 1-2 ml Lysis-Puffer gelöst, auf Eis gelagert und mittels eines 
Sonifiers dreimal für je 10 Zyklen lysiert. 
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2.2.2 Versuche mit Vollblut 
2.2.2.1 Blutentnahme 
Die Blutentnahme erfolgte bei gesunden Blutspendern, welche zuvor keine 
gerinnungsbeeinflussenden Medikamente eingenommen hatten. Die Abnahme-Spritzen 
wurden mit einer 12,5 mM Trinatriumcitrat-Lösung und 5 µg/ml Corn Trypsin Inhibitor (CTI) 
versetzt, um der Koagulation des Blutes in der Spritze vorzubeugen. 
Das venöse Vollblut wurde nach vorausgehender Hautdesinfektion im Bereich der Armbeuge 
in 2 ml bis 20 ml Spritzen (je nach Versuch) mit einem Butterfly-Katheter entnommen. 
2.2.2.2 Thrombelastographie (TEG) 
 
    
Die Thrombelastographie (TEG, Abb. 4) gibt Auskunft über die Gerinnungseigenschaften von 
Vollblut und stellt den Verlauf der Blutgerinnung von der Fibrinbildung bis zur Fibrinolyse dar. 
Die klassische TEG nach Hartert (1948) wurde u.a. durch die hier verwendete Rotation-
Elastographie (ROTEM®) weiterentwickelt.  
In eine Küvette (Cup) wurden zunächst 270 µl von citriertem Vollblut eines gesunden 
Blutspenders pipettiert. Daraufhin wurden 30 µl Probenlösung hinzugegeben. Als Kontrolle 
wurde bei jedem Versuch eine Küvette mit 30 µl Puffer anstelle der Probenlösung mit 
gemessen. Danach wurde durch Zugabe von Ca-Ionen in einer Ca/Hepes-Lösung (60 µl) die 
Blutgerinnung gestartet und die Messung begonnen. Ein sich drehender Stempel (Pin) 
tauchte in die Probe ein. Sobald die Gerinnung eingesetzt hatte und sich Fibrin gebildet 
hatte, wurde die Bewegung des Pins behindert. Der Computer erfasste die Änderung der 
Kinetik durch ein optisches Detektionssystem und berechnete diese. Von besonderem 
Interesse für die vorliegenden Versuche war die Clotting Time (CT), d.h. die Zeit (in Sek.) 
vom Beginn der Gerinnungsreaktion bis zum Beginn der Fibrinbildung.  
Ferner wurde mit dem Thrombelastographen auch die Clot Formation Time (CFT) bestimmt, 
welche die Zeit vom Start der Gerinnselbildung bis zu einer Gerinnselfestigkeit von 20 mm 
widerspiegelte. Die Maximal Clot Firmness (MCF) stellte die maximale Gerinnselfestigkeit in 
Abb. 4 : Vereinfachte Darstellung 
eines Thrombelastographen  
(modifiziert nach Lang et al. 2006) 
Vollblut (1) wurde in eine im 
Küvettenhalter (2) befestigte 
Küvette (3) gefüllt. Ein rotierender 
Pin (4) tauchte in die  Probe ein. 
Nach der Bildung von Fibrin (5) 
wurde dessen Bewegung gehemmt 
und die Änderung der Kinetik durch 
ein optisches Detektionssystem  
(6-8) erfasst. 
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mm dar. Längere Messungen ließen auch Aussagen über die Fibrinolyse zu, durch 
Parameter wie z.B. den LI 30 (Lysis Index after 30 minutes) und ML (Maximal Lysis). 
2.2.3 Mikrovesikel- Isolierung 
2.2.3.1 Isolierung von zirkulierenden MP aus humanem Vollblut  
Nach der Blutentnahme wurde das Vollblut bei 190 x g 15 Min. lang zentrifugiert. Das MP-
haltige, zellfreie Plasma wurde abgesaugt, in neue Röhrchen übergeführt und zweimal bei 
1.000 x g für je 20 Min. zentrifugiert. Nachdem erneut zellfreies Plasma entnommen wurde, 
erfolgte dessen Aliquotierung in 1 ml-Röhrchen und die zweimalige Zentrifugation für je 30 
Min. bei 17.740 x g. Alle Zentrifugationsschritte wurden ohne Bremse durchgeführt. 
Schließlich wurden die MP-Pellets in 1 ml PBS gelöst und in einem Reaktionsgefäß vereint.  
2.2.3.2 Isolierung von MP aus Pankreaskarzinom-Zellen 
Für die Isolierung von MP aus den Pankreaskarzinomzelllinien wurde zunächst der 
Überstand aus den Zellkulturflaschen entnommen, da diese Zellen konstitutiv MP ins 
Nährmedium absondern. Der Überstand wurde zweimalig bei 1.430 x g für jeweils 20 Min. 
ohne Bremse zentrifugiert um Zellfragmente zu entfernen. Das dabei entstandene Pellet 
wurde verworfen. Schließlich erfolgte die Aliquotierung der zellfreien Lösung in 1 ml-
Versuchsröhrchen und deren Zentrifugation bei 17.740 x g für 30 Min ohne Bremse. Zuletzt 
wurden die MP-haltigen Pellets in 1 ml PBS gelöst und vereinigt. 
2.2.3.3 Exosomen-Isolierung aus karzinomatösen Zelllinien  
Die (wie in Kap. 2.2.3.2 beschrieben) gewonnene zellfreie Lösung wurde in der 
Ultrazentrifuge  für 2 h bei 4° C und 100.000 x g ohne Bremse zentrifugiert. Das Pellet wurde 
mit PBS gewaschen und es folgten zwei weitere Zentrifugationsschritte bei denselben 
Einstellungen in der Ultrazentrifuge. Anschließend wurden die Pellets aus den einzelnen 
Reaktionsgefäßen in 1 ml PBS vereinigt. 
2.2.4 Faktor Xa Bildung 
Der photometrische Faktor Xa Assay gibt Aufschluss darüber, ob eine Probenlösung 
prokoagulatorisch wirkt und Faktor X zu Faktor Xa aktiviert wird. 
In einer 96-Well-Platte wurden in jedes zu untersuchende Well 50 µl einer 30 mM CaCl2-
Lösung vorgelegt, 50 µl der in Resus-Puffer gelösten Probe wurden hinzugefügt und 
schließlich 100 µl Substratpuffer, welches aus Beriplex (enthält die Gerinnungsfaktoren II, 
VII, IX, X), Resus-Puffer und dem chromogenen Substrat S-2222 bestand, beigemischt.  
Aufgrund der Spaltung von S-2222 durch den Faktor Xa kam es zu einem Farbumschlag. 
Durch die Absorptionsmessung der Probe bei 405 nm Wellenlänge in 6 Zyklen à 6 Min. mit 
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dem ELISA-Reader konnte anhand einer Standardkurve (hierzu wurde rekombinanter 
humaner TF verwendet) die Faktor Xa Aktivität der Probenlösung bestimmt werden. 
2.2.5 Faktor XIIa Bildung 
Anhand des chromogenen Faktor XIIa Assays wird die Bildung von Faktor XIIa durch eine 
Probe und somit die Aktivierung des intrinsischen Blutgerinnungsweges dargestellt.  
85 µl der in Hepes-Puffer gelösten Probe wurden mit 85 µl eines Mastermixes, bestehend 
aus 100 nM FXII und 100 µM ZnCl2 (1:1), 20 Min. bei RT inkubiert. In einer 96-Well Platte 
wurden pro Well je 10 µl des chromogenen Substrates S-2302 vorgelegt und daraufhin pro 
Well je 50 µl Probenlösung hinzugefügt. Wurde S-2302 durch den Faktor XIIa gespalten, 
resultierte dies in einen Farbumschlag. Schließlich wurde mit dem ELISA-Reader die 
Absorption der Probe 120 Min. lang bei 405 nm gemessen.  
2.2.6 Proteinbestimmung nach Lowry  
Die Proteinbestimmung erfolgte mittels eines RC DC TM (reducing agent and detergent 
compatible) Protein Assay Kits der Firma Bio Rad. In einer 96-Well-Platte wurden jeweils 25 
µl der Kupfer-Alkali-Tartrat-Lösung A zu je 5 µl Probenlösung hinzugegeben. Die 
Kupferionen bildeten mit den Proteinen der Probe einen Komplex, welcher nach Zugabe von 
je 200 µl der Folin-Lösung B reduziert wurde. Diese Reaktion führte zu einem Farbumschlag, 
welcher bei 700 nm gemessen wurde. Die Messung erfolgte nach 5-minütiger Inkubation der 
96-Well-Platte bei 37° C in einem ELISA Reader. Der Proteingehalt der Probe wurde anhand 
einer Eichkurve mit einem BSA-Standard bestimmt. 
2.2.7 Flusskammer-Versuche 
2.2.7.1 Methode 
Die thrombogenen Eigenschaften der Mikropartikel wurden mit Hilfe einer sog. Flusskammer 
untersucht. Hierbei handelt es sich um ein ex vivo Modell, in welchem eine quadratische 
Glaskammer am Objekttisch eines Mikroskops befestigt wird, durch die anschließend 
Probenlösungen geleitet werden. Mit der Flusskammer werden Flussbedingungen im 
Blutgefäß in vivo simuliert.  
In den vorliegenden Versuchen wurden mit Hilfe von Perfusorpumpen thrombozytenreiches 
Plasma (PRP) zusammen mit einer L3.6pl-MP-Lösung durch die Flusskammer geleitet. 
Durch die Einstellung von Flussgeschwindigkeiten, welche die Kammergeometrie 
berücksichtigten, konnte schließlich die gewünschte Scherrate im Blut erzielt werden.  
Da die Flusskammer an das konfokale Laserscanmikroskop mit Durchlicht und 
Fluoreszenzlicht angeschlossen war, konnte die Interaktion der MP mit den Blutzellen sowie 
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die Thrombusentstehung unmittelbar verfolgt und mittels einer integrierten Kamera 
dokumentiert werden.  
2.2.7.2 Protokoll 
Nachdem L3.6pl-MP mit DCF gelabelt worden waren (Kap. 2.2.14), wurde mit PBS eine MP-
Lösung mit der Endkonzentration von 140 µg/ml hergestellt. Hierauf wurde einem gesunden 
Blutspender Blut entnommen und nach einer 15-minütigen Zentrifugation bei 24° C und 190 
x g das PRP gewonnen. Die Markierung des Fibrinogens erfolgte mit einem Alexa 594-
gelabelten anti-Fibrin/Fibrinogen-AK. 
Die Beschichtung der entsprechenden Deckgläschen für die Flusskammer erfolgte mit 100 
µg/ml Kollagen, an welches während des Experimentes Thrombozyten adhärieren konnten. 
Die Deckgläschen wurden sodann für 2 h in eine dunkle Inkubationskammer gestellt, mit 
PBS gewaschen und schließlich mit 1 % BSA, gelöst in Hepes-Puffer, für 30 Min. inkubiert.  
Die Flusskammer wurde zunächst am Objekttisch des konfokalen Laserscanmikroskops 
befestigt und durch zwei Schläuche mit zwei Perfusorpumpen (eine Pumpe für eine 20 ml 
Spritze mit PRP+MP-Lösung, eine Pumpe für eine 20 ml Spritze mit Ca/Mg-Lösung) 
verbunden. Der Inhalt beider Spritzen wurde gleichzeitig durch die Kammer geleitet und 
anschließend in einem leeren Reaktionsgefäß aufgefangen. Das Verhalten der MP im Blut 
wurde mikroskopisch über einen Zeitraum von 1 h beobachtet. Insbesondere wurde 
untersucht, ob MP-haltige Thromben gebildet wurden. Im 5-minütigen Abstand wurden Fotos 
zur Dokumentation angefertigt. 
2.2.8 Transfektion von Tumorzellen mit siRNA und shRNA 
In einer 24-Well-Platte wurden pro Well 50.000 Zellen in je 1 ml Nährmedium ausgesät. 
Nachdem die Zellen über Nacht adhäriert waren und sich ein Zellrasen mit 60 % - 80 % 
Konfluenz gebildet hatte, wurden die Zellen mit Opti-MEM gewaschen und folgendermaßen 
mit siRNA bzw. mit shRNA transfiziert: In jedes Well wurde ein Gemisch aus einer Lösung A 
(bestehend aus je 100 nM siRNA bzw. 2 µg shRNA und 100 µl Opti-MEM) und einer Lösung 
B (bestehend aus 2-3 µl Lipofectamine und 100 µl Opti-MEM) pipettiert, welche zuvor 30-45 
Min. miteinander inkubiert worden waren. Nach 4-6 h wurden 800 µl des Nährmediums in 
jedes Well hinzugefügt. Am folgenden Tag wurde das gesamte Medium gewechselt. 24-48 h 
später wurden die transfizierten Zellen mit Trypsin/EDTA (pro Well 200 µl einfaches 
Trypsin/EDTA) abgelöst, in PBS gewaschen und die Zellzahl bestimmt (Kap. 2.2.1.4). Die 
gewonnenen Zellen wurden in einem Western Blot und in in vitro Versuchen eingesetzt. 
2.2.9. Generierung von stabil transfizierten Zelllinien  
Nach Zelltransfektion mit shRNA (Kap. 2.2.8) wurden in einer 24-Well Platte pro Well 50.000 
transfizierte Zellen mit Puromycin versetzt. Zur Ermittlung der richtigen Puromycin-
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Konzentration wurden diverse Konzentrationen (0,5 µg/ml, 1 µg/ml, 2 µg/ml, 4 µg/ml, 20 
µg/ml, 50 µg/ml) getestet. Nach dieser Behandlung lösten sich die nicht-transfizierten Zellen 
ab. Die transfizierten Zellen jedoch, welche eine Puromycin-Resistenz aufwiesen, konnten 
überleben und proliferieren. Nach Ermittlung der geeigneten Konzentration, bei welcher die 
transfizierten Zellen gerade noch überlebten, wurden diese Zellen mit 200 µl Trypsin/EDTA 
abgelöst und in einer Zellkulturflasche mit dem entsprechenden Nährmedium, welches die 
Hälfte der zuvor ermittelten optimalen Puromycin-Konzentration enthielt, ausgesät. 
2.2.10 Western  Blot 
Mittels Western Blot wurden L3.6pl-Zellen und -MP sowie KCP-Zellen und -MP auf die 
Expression der Proteine Mucin-1, KIF23 und RacGAP1 untersucht. 
Für diese Western Blots wurde ein 8 %-iges Gel hergestellt. Dafür wurde zunächst ein 
Trenngel (Separating Gel), bestehend aus dest. H2O, 1,5 M Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan (Tris)-Lösung (pH 8,8), 10 % Sodiumdodecylsulfat (SDS)-Lösung, 10 % 
Ammoniumpersulfat, 30 % Acrylamid-Mix und Tetramethylethylendiamin (TEMED), 
angefertigt und in eine Gelkammer zwischen zwei Glasplatten gegossen. 200 µl bis 300 µl 
Butanol wurden auf das Gel pipettiert, um gebildete Luftblasen zu entfernen. Nach dem 
Festwerden des Gels nach ca. 30 Min. wurde das Sammelgel (Stacking Gel), bestehend aus 
H2O, 30 % Acrylamid Mix, 1,0 M Tris-Lösung (pH 6,8), 10 % SDS-Lösung, 10 % 
Ammoniumpersulfat und TEMED, vorbereitet. Dieses wurde, nachdem das Butanol entfernt 
worden war, in flüssigem Zustand auf das feste Trenngel pipettiert und ein Kamm in das Gel 
gesteckt, um Taschen im Gel zu erzeugen. Nach dem Festwerden des Sammelgels wurde 
das gesamte Gel in eine mit Lauf-Puffer gefüllte Transferkammer gestellt, der Kamm 
vorsichtig aus dem Gel entfernt und die dadurch entstandenen Taschen mit Hilfe einer 
dünnen Pipette von überflüssigem Gel und Luftblasen befreit. Danach konnten die einzelnen 
Wells mit den lysierten Zellen und MP (40 µl Probenlösung, Proteinkonzentration 200 µg) 
sowie mit der DNA-Leiter (4-8 µl) beladen werden. Die Proben wurden zuvor 
folgendermaßen vorbereitet: Ein SDS-Ladepuffer (4x) wurde hinzugefügt und die Proben 
danach 5 Min. bei 95° C unter kontinuierlichem Schütteln erhitzt. Im Anschluss wurde die mit 
dem beladenen Gel befüllte Transferkammer erst bei 80 mA und, sobald die Proben im 
Trenngel angelangt waren, für ca. 1 h bei 120 mA an Strom angeschlossen.   
Nachdem die Proben den Boden des Gels erreicht hatten, wurde das Gel entnommen und in 
der Reihenfolge Blotpapier-Gel-Nitrocellulosemembran-Blotpapier zu einem Sandwich 
angeordnet. Dieses wurde in Transfer-Puffer in eine Transferkammer gelegt und der 
Geltransfer auf die Nitrocellulosemembran in der Kühlkammer bei einer Stromstärke von 280 
mA und 100 V für 1 h und 20 Min. durchgeführt. Schließlich wurde die Membran entnommen, 
in ein mit 10 ml Block-Puffer befülltes 50 ml-Reaktionsgefäß gelegt und für 1 h auf eine 
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Drehscheibe gesetzt, um unspezifische Bindungsstellen der Proteine zu blockieren. Danach 
wurde der Puffer verworfen, der primäre AK in einer Konzentration von 0,4 µg/ml (in Block-
Puffer gelöst) auf die Membran aufgetragen und für 1,5 h (wahlweise auch über Nacht) auf 
der Drehscheibe rotiert. Danach wurde die Membran in 3 Waschschritten à 10 Min. mit 
TBS/Tween-Puffer gewaschen und schließlich der sekundäre AK (1:500 in Block-Puffer 
verdünnt, insg. ca. 10 ml) für 30 Min. bis 1 h auf die Membran appliziert. Hierauf erfolgten 
erneut 3 10-minütige Waschschritte mit TBS/Tween-Puffer.  
Abschließend wurde die mit einem Gemisch aus 5 ml Luminol-Lösung, 50 µl Cumarsäure 
und 3 µl H2O2 befeuchtete Membran in einer durchsichtigen Folie in eine Filmkassette gelegt. 
In der Dunkelkammer wurde ein Film in die Kassette direkt über der Membran eingesetzt, mit 
der Membran inkubiert und am Entwicklungsgerät entwickelt.  
Um die Membran später für weitere Western Blots mit anderen AK verwenden zu können, 
war es nötig die Membran von den bereits applizierten AK zu befreien. Dazu wurde die 
Membran in einem 50 ml-Reaktionsgefäß erst für 5 Min. in TBS/Tween-Puffer gewaschen, 
für 10 Min. mit 10 ml Stripping-Puffer bei RT inkubiert, danach wurde der Stripping-Puffer 
verworfen und frischer Stripping-Puffer für 10 Min. aufgetragen. Anschließend wurde die 
Membran zweimal für je 10 Min. mit PBS gewaschen, gefolgt von zwei fünfminütigen 
Waschschritten mit TBS/Tween-Puffer. Die Membran war sodann bereit für erneutes Blocken 
und für eine weitere AK-Applikation. 
2.2.11 Proteomanalyse 
2.2.11.1 Probenvorbereitung 
Die Zellen (mind. 50 µg Probenmaterial) wurden (wie in Kap. 2.2.1.2 beschrieben) aus den 
Kulturflaschen entnommen und insgesamt fünfmal für je 8 Min. bei 170 x g und 4° C 
zentrifugiert. Zwischen den einzelnen Zentrifugationsschritten wurden die Zellen jeweils mit 
1-2 ml vorgekühltem (4° C) PBS gewaschen. Daraufhin wurde das Zellpellet noch einmal 
zentrifugiert um ein trockenes Pellet zu erhalten. Schließlich wurde das Zellpellet in einem 
1,5 ml-Reaktionsgefäß in Flüssigstickstoff oder im Gefrierschrank bei -80° C eingefroren.  
Die Vorbereitung der MP erfolgte analog dieses Protokolls, wobei die MP jeweils für 30 Min. 
bei 17.740 x g zentrifugiert wurden. 
2.2.11.2 Methode 
Die Proteomanalyse wurde am Genzentrum der LMU München unter der Leitung von Herrn 
Dr. rer. nat. Georg Arnold durchgeführt. Dazu wurde ein auf Elektrospray-Ionisation-Liquid-
Chromatographie-Massenspektrometrie/Massenspektrometrie (ESI-LC-MS/MS) basierendes 
Verfahren angewandt.  
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Die Proben wurden mittels 8 M Harnstoff, Ultraschall und QUIAshredder aufgeschlossen. 
Anschließend wurde die Proteinbestimmung durchgeführt. Die Einsicht in die Ergebnisse der 
Proteomanalyse erfolgte anhand des speziellen Computerprogramms „Scaffold Viewer“ der 
Firma Proteome Software, Inc. 
2.2.12 In vivo Versuche 
2.2.12.1 Fibrinbildung und Metastasierung im orthotopen und transgenen Mausmodell 
a) Orthotopes Modell  
Um die Rolle der Karzinomzellen und ihrer MP für die Fibrinbildung und Metastasierung im 
orthotopen Mausmodell in vivo zu analysieren, wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe 
von Frau Prof. Christiane Bruns (Otto-von-Guericke Universität, Magdeburg) eine Serie von 
Mausversuchen durchgeführt. Für diese Tierversuche sowie für alle anderen in dieser Arbeit 
erwähnten Tierversuche lag eine Genehmigung durch die Regierung von Oberbayern vor. 
Für alle Versuche des orthotopen Modells wurden 10-12 Wochen alte männliche BALB/c 
Nacktmäuse verwendet. Bei Nacktmäusen kommt es aufgrund des Fehlens des Thymus 
sowie aufgrund einer verringerten Anzahl an T-Lymphozyten zur Immunsuppression. Somit 
erfordert die Haltung von Nacktmäusen spezielle Haltungsbedingungen wie Laminarflow-
Käfige, staubfreie Einstreu sowie spezielles Futter. 
Die Mäuse wurden für die Versuche mit Ketamin (100 mg/kg Körpergewicht)/Xylazin (5 
mg/kg Körpergewicht) i.p. narkotisiert. In einem ersten Experiment wurden Nacktmäusen in 
Narkose (s.o.) 1x106 L3.6pl-Zellen, in 40 µl PBS gelöst, orthotop in das Pankreas injiziert 
(Abb. 5 A). 
A   
    
 
Zusätzlich wurde eine Versuchsreihe mit der intravenösen Injektion von L3.6pl-MP (gelöst in 
40 µl PBS) durchgeführt. Dabei wurden den Mäusen einmalig MP in einer Konzentration von 
375 µg (entspricht 1,5 x 106 MP) (Abb. 5 B) injiziert. 
B                                        
 
 
Im Anschluss wurden Versuche mit der Injektion von einer höheren Konzentration an MP 
gestartet. Hierzu wurden den Nacktmäusen über einen Zeitraum von 3 Wochen dreimal pro 
Abb. 5 A: Versuchsschema im orthotopen 
Mausmodell 
Orthotope Injektion von 1 x 10
6
 L3.6pl-Zellen in 
das Pankreas 
 
 
Abb. 5 B: Versuchsschema im orthotopen 
Mausmodell 
I.v. Injektion von 1 x 375 µg L3.6pl-MP in die 
Schwanzvene 
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Woche je 100 µg (Abb. 5 C) und einer zweiten Gruppe von Nacktmäusen über einen 
Zeitraum von 3 Wochen dreimal pro Woche je 150 µg L3.6pl-MP (Abb. 5 D) in die 
Schwanzvene gespritzt.  
C D 
  
Abb. 5 C, D: Versuchsschemata im orthotopen Mausmodell 
C: I.v. Injektion von 9 x 100 µg L3.6pl-MP in die Schwanzvene 
D: I.v. Injektion von 9 x 150 µg L3.6pl-MP in die Schwanzvene 
 
In weiteren Experimenten wurde in einer Gruppe von Mäusen durch die orthotope Injektion 
von 1x106 L3.6pl-Zellen sowie in einer zweiten Gruppe durch die orthotope Injektion von 
1x106 FG-Zellen die Bildung eines Primärtumors des Pankreas induziert. 7 Tage nach der 
Injektion der Zellen wurden den Mäusen der ersten Gruppe intravenös 375 µg (entspricht 1,5 
x 106 MP) L3.6pl-MP (Abb. 5 E) verabreicht und den Mäusen der zweiten Gruppe analog 375 
µg FG-MP (Abb. 5 F). In einem Pilotexperiment wurden die MP in die Portalvene injiziert, in 
allen weiteren Versuchen jedoch in die Schwanzvene, da die Tiere unmittelbar nach der 
Portalveneninjektion an Lungenembolien verstarben.  
E F  
  
Abb. 5 E, F: Versuchsschemata im orthotopen Mausmodell 
E: Orthotope Injektion von 1 x 10
6
 L3.6pl-Zellen+i.v. Injektion von 1 x 375 µg L3.6pl-MP 
F: Orthotope Injektion von 1 x 10
6
 FG-Zellen+i.v. Injektion von 1 x 375 µg FG-MP 
Die Versuchsdauer betrug in allen Experimenten 56 Tage, falls aus Tierschutzgründen kein 
vorzeitiger Versuchsabbruch erforderlich war. 
Um die Rolle der Gerinnungsaktivierung im Metastasierungsprozess zu evaluieren wurde ein 
abschließender Versuch mit dem direkten Faktor Xa-Inhibitor Rivaroxaban durchgeführt. In 
diesem Experiment wurden zwei Gruppen von Mäusen 1x106 L3.6pl-Zellen orthotop ins 
Pankreas und 1 Woche später dreimal pro Woche je 200 µg L3.6pl-MP in die Schwanzvene 
gespritzt (Abb. 5 G). Einer dieser Gruppen wurde zusätzlich jeweils 4 h vor MP-Gabe 3 
mg/kg Rivaroxaban in die Schwanzvene verabreicht (Abb. 5 G). Die Tiere beider Gruppen 
wurden aus Tierschutzgründen eine Woche nach der letzten MP-Injektion euthanasiert. 
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G 
 
b) Transgenes Modell 
Im Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Herrn Dr. Hana Algül (TU München) wurden 
unter Genehmigung durch die Regierung von Oberbayern transgene Mäuse mit der Kras-
Mutation G12D sowie der Deletion des Tumorsuppressorgens p53 gezüchtet, welche in ihrer 
4. Lebenswoche einen Primärtumor des Pankreas entwickelten. In der Regel verendeten 
diese Mäuse in ihrer 8. Lebenswoche aufgrund ihres schlechten Allgemeinbefindens (Abb. 5 
H). 
H 
 
 
In einer weiteren Versuchsreihe wurden den transgenen Mäusen in der 4. Lebenswoche 
dreimal je 200 µg KCP-MP in die Schwanzvene gespritzt. Dieses Vorgehen wurde 2 Wochen 
lang bis zur 7. Lebenswoche wiederholt (Abb. 5 I). Zwei Tage nach der letzten MP-Injektion 
wurden die Mäuse euthanasiert, die Organe entnommen und analysiert. 
I 
 
 
Die Euthanasie aller Tiere erfolgte durch die i.p. Applikation von Betäubungsmittel und 
Genickbruch oder durch Inhalationsnarkose und anschließendem Genickbruch. Schließlich 
wurden die Organe entnommen und asserviert. 
2.2.12.2 DVT-Mausmodell  
In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Steffen Massberg (LMU München) 
wurde die Bildung der DVT nach intravenöser Verabreichung von L3.6pl- und FG-MP sowie 
von KCP-MP und MP aus Vollblut (=Blut-MP) in einem DVT-Modell untersucht (von Brühl et 
al. 2012). 
Für diese Versuche wurden sowohl männliche als auch weibliche Mäuse des Wildtyp (WT)-
Stamms C57Bl/6J verwendet, welche ein Körpergewicht (KG) von über 21 g erreicht hatten 
(i.d.R. in der 13. bis 20. Lebenswoche). Die Tiere wurden mittels einer Inhalationsnarkose, 
Abb. 5 G: Versuchsschema im orthotopen 
Mausmodell 
Orthotope Injektion von 1 x 10
6
 L3.6pl-
Zellen+i.v. Injektion von 3 x 200 µg L3.6pl-MP 
+/- Injektion von 3 mg/kg Rivaroxaban je 4 h 
vor MP-Gabe 
 
Abb. 5 H: Versuchsschema im transgenen 
Mausmodell 
Transgene Maus 
 
Abb. 5 I: Versuchsschema im transgenen 
Mausmodell 
Transgene Maus + i.v. Injektion von 9 x 200 µg 
KCP-MP 
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bestehend aus einem 3 %-igem Sauerstoff-Isofluran-Gemisch, Medetomidin (0,5 mg/kg KG), 
Fentanyl (0,05 mg/kg KG) und Midazolam (5,0 mg/kg KG) i.p. narkotisiert. In einem zweiten 
Schritt wurde die Vena cava caudalis der Mäuse ligiert und somit eine Restriktion des 
Blutflusses geschaffen. Schließlich wurde die Narkose wieder vollständig mittels Naloxon 
(1,2 mg/kg KG), Atipamezol (2,5 mg/kg KG) und Flumazenil (0,5 mg/kg KG) antagonisiert. 
Die MP wurden danach in 2 Portionen (jede Portion enthielt 150 µg MP-Protein), gelöst in 
250 µl NaCl, jeweils 6 h und 18 h post Ligatur der Vena cava caudalis in die Schwanzvene 
injiziert. Nach insgesamt 48 h Versuchsdauer wurden die Mäuse erneut narkotisiert (s.o.), 
durch Inzision der Vena cava kranial der Ligatur entblutet und die Vena cava caudalis 
entnommen. Die in der Vene befindlichen Thromben wurden gewonnen und gewogen. 
Um Aufschluss über die genaueren Mechanismen der Thrombusentstehung zu erlangen, 
wurden die Versuche mit Injektion von L3.6pl-MP unter Zugabe von folgenden AK 
durchgeführt:  
 Thrombozyten Depletions-AK (2 mg/kg KG) 
 Neutrophilen Depletions-AK (50 µg AK 12 h vor Ligatur, 25 µg AK 24 h nach Ligatur)  
 H-D-Pro-Phe-Arg-Chloromethylketon (PCK, 10 mg/kg, unmittelbar vor Ligatur und im 
24 h-Abstand nach Ligatur) 
 anti-TF-AK (MP wurden vor Injektion mit 45 µg/ml AK vorinkubiert) 
Die entsprechenden Kontroll-AK wurden analog appliziert. 
Anstelle von C57Bl/6J Mäusen wurden in einer weiteren Versuchsgruppe P-Selectin-
defiziente Mäuse verwendet und der Effekt der MP-Injektion auf die Thrombusentstehung bei 
diesen Tieren untersucht. 
2.2.13 Histologie  
2.2.13.1 Vorbereitung und Anfertigung von Kryo- und Paraffinpräparaten 
Für die Anfertigung von Kryopräparaten wurden die entnommenen Organe in 
Flüssigstickstoff schockgefroren und schließlich im Stickstofftank in Einbettmedium (Tissue 
Tek) gelagert. Für die Präparation der Kryoschnitte wurde das Kryotom auf -25° C vorgekühlt 
und das gefrorene Organ mittels Tissue Tek auf einem Stempel befestigt. Daraufhin konnten 
Schnitte von 5 µm - 10 µm Dicke angefertigt und auf beschichtete Objektträger aufgetragen 
werden. Diese wurden schließlich bei -20° C aufbewahrt.  
Die Organe für die Paraffineinbettung wurden zunächst in Plastikeinbettkassetten für 24 h in 
einer 4 %-igen Formaldehyd-Lösung gelagert. Hierauf wurden sie 20 Min. lang unter 
fließendem Leitungswasser gewaschen und anschließend in einen Behälter mit 70 %-igem 
Ethanol befördert. Danach wurden die Organe in einen Einbettautomaten übergeführt, 
welcher sie dehydrierte und in Paraffin tränkte. Nach der Entnahme aus der Maschine 
wurden die Organe manuell an einer Ausgießstation in Paraffin eingebettet. 
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Die Paraffinschnitte wurden mittels eines Mikrotoms angefertigt. Die Organe wurden auf dem 
Gerät befestigt und 4 µm dicke Organschnitte erstellt. Um Faltenbildung auf den Schnitten zu 
verhindern, wurden diese daraufhin in ein auf 65° C vorgeheiztes Wasserbad transferiert und 
von dort aus auf beschichtete Objektträger übertragen. Schließlich wurden die Objektträger 
bei 37° C im Trockenschrank über Nacht getrocknet und danach bei RT gelagert. 
2.2.13.2 Carstair’s Färbung 
Die Carstair's Färbung ist eine modifizierte HE-Färbung und dient zur Darstellung von Fibrin, 
Thrombozyten, Kollagen und Erythrozyten. Fibrin erscheint rosa bis rot, Kollagen blau, 
Thrombozyten färben sich grau an und Erythrozyten gelb bis rot. In der vorliegenden Arbeit 
wurde die Carstair’s Färbung an Schnitten von Mauslebern eingesetzt.  
Die Gefrierschnitte wurden in einer Färbeschale zuerst mittels Methanol/Eisessig (3:1) für 90 
Sek. fixiert. Paraffinschnitte wurden in Roticlear (Xylolersatz) entparaffiniert und in einer 
absteigenden Alkoholreihe (je 3 Min. in 100 %, 95 %, 80 %, 70 % Ethanol) dehydriert. 
Daraufhin wurden sowohl Kryo- als auch Paraffinschnitte für 3 Min. in eine mit PBS gefüllte 
Färbeschale gestellt. Anschließend wurden die Schnitte mit 5 %-igem Eisenammoniumsulfat 
für 5 Min. gefärbt und danach für 3 Min. unter fließendem dest. H2O gewaschen. Auch alle 
folgenden Waschschritte wurden unter fließendem dest. H2O durchgeführt. Daraufhin 
erfolgte eine Färbung mit Hämalaun nach Mayer für 5 Min. und ein 10-minütiger 
Waschschritt. Nach dem 45-minütigen Einwirken der Picrinsäure Orange G-Lösung wurde 
einmal gewaschen, für 3 Min. mit der Ponceau Fuchsin-Lösung gefärbt und erneut für 3 Min. 
gewaschen. Schließlich wurden die Schnitte für 3 Min. in Phosphorwolframsäure-Lösung (1 
%-ig) gestellt, gewaschen und für 30 Sek. mit Anilinblau-Lösung gefärbt. Nachdem die 
Schnitte ein letztes Mal gründlich gewaschen worden waren, wurden sie im Falle von 
Paraffinschnitten in einer aufsteigenden Ethanolreihe (je 3 Min. in 70 %, 80 %, 95 %, 100 % 
Ethanol) dehydriert und mit Roticlear behandelt. Schließlich wurden die Schnitte 
luftgetrocknet und mit Glycerol eingedeckt.  
Für die Berechnung der Okklusion von Lebergefäßen durch Fibrin wurden pro Tier mit der 
am Lichtmikroskop angeschlossenen Kamera Fotos von 10 konsekutiven Gesichtsfeldern 
gemacht. Die Anzahl der sichtbaren Blutgefäße pro Gesichtsfeld wurde gezählt und deren 
Durchmesser mittels der AxioVision Rel. 4.8 Software ausgemessen. In der vorliegenden 
Arbeit erfolgte die Einteilung der Gefäße gemäß ihres Gesamtdurchmessers in 3 Kategorien: 
Sinusoide (<25 µm Gefäßdurchmesser), mittelgroße Gefäße (25 µm - 100 µm 
Gefäßdurchmesser) und große Gefäße (>100 µm Gefäßdurchmesser).  
Schließlich wurde am Computer die Fibrinfläche in den Blutgefäßen manuell umfahren und 
mittels der verwendeten Software in µm2 berechnet. Nach der Ausmessung der 
Gesamtfläche des jeweiligen Gefäßes konnte das Ausmaß der Gefäßokklusion durch Fibrin 
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in Prozent der Gesamtfläche des Blutgefäßes angegeben werden. Je nach Umfang der 
Gefäßokklusion durch Fibrin wurden 3 Gruppen gebildet: <10 % Okklusion (keine Okklusion), 
10 % - 70 % Okklusion (partielle Okklusion) und >70 % Okklusion (vollständige Okklusion, 
Thrombose). 
2.2.13.3 Immunhistochemische Färbungen  
Mittels Immunhistochemie lassen sich Proteine in Schnitten von Organpräparaten sichtbar 
machen. Das Prinzip der Immunhistochemie beruht darauf, dass ein Primär-AK spezifisch an 
das Epitop eines gesuchten Proteins bindet und mittels eines Detektionssystems dargestellt 
werden kann. In der vorliegenden Arbeit wurde in der Regel die indirekte Methode der 
Immunhistochemie verwendet. Hier bindet zunächst ein Primär-AK an das gesuchte Antigen. 
Danach wird ein mit einem Enzym gekoppelter Sekundär-AK (dieser richtet sich gegen die 
Spezies, in welcher der Primär-AK hergestellt wurde) eingesetzt, welcher mittels des Enzyms 
mit einem Substrat/Chromogen-Gemisch reagiert und schließlich die Färbung herbeiführt. 
Die gefärbten Schnitte lassen sich anschließend im Lichtmikroskop betrachten. 
2.2.13.3.1 Ki67-Färbung 
Das Ki67-Protein ist ein mit Zellteilung assoziiertes, im Nukleus befindliches Protein. Für die 
Darstellung von proliferierenden Zellen wurden deshalb in einem immunhistochemischen 
Verfahren Ki67-positive Zellkerne in Schnitten von Mauslebern angefärbt. Für diejenigen 
Mäuse, welche mit humanen L3.6pl- und FG- Zellen bzw. -MP behandelt worden waren, 
wurde ein spezifischer anti-humaner anti-Ki67-AK, welcher nicht mit Mausstrukturen 
kreuzreagierte, verwendet. Daher konnte davon ausgegangen werden, dass es sich bei den 
dargestellten Ki67-positiven, proliferierenden, Zellen um Tumorzellen handelte und nicht um 
proliferierende Zellen der Maus. 
Die Objektträger mit Paraffinschnitten wurden zunächst für 10 Min. bei 60° C inkubiert, in 
einer Färbeschale zweimal für je 5 Min. mit Roticlear (Xylolersatz) entparaffiniert, in einer 
absteigenden Ethanolreihe (zweimal je 3 Min. 100 % Ethanol, je 3 Min. 95 %, 80 % und 70 % 
Ethanol) dehydriert und zweimal für je 5 Min. in dest. H2O gewaschen. Die 
Antigendemaskierung (das Lösen der durch die Formalinfixierung verursachten 
Proteinvernetzungen, damit das Antigen an der Oberfläche präsentiert wird und vom AK 
gebunden wird) der Schnitte erfolgte in der Mikrowelle in Citrat-Puffer für 20 Min., danach 
kühlten die Objektträger für 20 Min. in Citrat-Puffer bei RT aus. 
Im Falle von Gefrierschnitten entfielen diese ersten Schritte und die Objektträger wurden erst 
angetaut und danach in Methanol/Eisessig (3:1) für 90 Sek. fixiert.  
Paraffin-und Gefrierschnitte wurden sodann 10 Min. lang mit dest. H2O und hierauf 10 Min. 
lang mit 1x TBS-Tween gewaschen. Schließlich wurden die Leberschnitte mit Peroxidase in 
einer feuchten Färbekammer für 10 Min. bei RT geblockt und zweimal für je 10 Min. in 1x 
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TBS-Tween gewaschen. Zuletzt wurde der anti-Ki67-AK (1:100 in 1x Tris HCl mit 1 % BSA 
verdünnt) auf die Objektträger aufgetragen und in der Färbekammer bei 4° C im Kühlschrank 
über Nacht inkubiert.  
Am folgenden Tag wurden die Schnitte zweimal für je 10 Min. in 1x TBS-Tween gewaschen 
und schließlich mit dem sekundären anti-rabbit AK für 30 Min. bei RT in der Färbekammer 
inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt (zweimal für je 10 Min. in 1x TBS-Tween) 
erfolgte die Behandlung mit Substrat/Chromogen für 1-5 Min. in der abgedunkelten 
Färbekammer. Hierauf wurden die Schnitte für 10 Min. mit dest. H2O gewaschen, 10 Sek. mit 
Mayer‘s Hämalaun gefärbt und wiederum für 10 Min. unter fließendem dest. H2O 
gewaschen. Zum Schluss wurden die Schnitte luftgetrocknet und mit Glycerol eingedeckt.  
Für die Auszählung der Ki67-positiven Zellkerne in der Leber wurden pro Versuchsgruppe 4 
Tiere analysiert. Von jedem Tier wurden konsekutive histologische Schnitte der gesamten 
Leber angefertigt und jeder 15. Leberschnitt angefärbt um die gesamte Leber systematisch 
zu untersuchen. 
Pro Leberschnitt wurde die Anzahl der gesamten Gesichtsfelder am Lichtmikroskop bei 20 x 
Vergrößerung ausgezählt und die Zahl der Ki67-positiven Zellkerne im gesamten Schnitt 
gezählt. Somit konnte der Mittelwert der Ki67-positiven Zellkerne pro Gesichtsfeld ermittelt 
werden. Aus diesen Mittelwerten der einzelnen Leberschnitte pro Tier konnte abschließend 
ein Mittelwert für alle untersuchten Tiere einer Versuchsgruppe gebildet werden. 
2.2.13.3.2 Cytokeratin 19-Färbung 
Cytokeratine gehören zu den Intermediärfilamenten und sind insbesondere in Epithelzellen 
exprimiert. Das Cytokeratin 19-Protein wird von Pankreaskarzinomzellen exprimiert, 
wohingegen es unter physiologischen Bedingungen nicht im Gastrointestinaltrakt aufzufinden 
ist. Aus diesem Grund gilt es dort als ein Marker für maligne Strukturen. Allerdings werden 
ebenso Gallengänge Cytokeratin 19-positiv angefärbt, so dass zwischen malignen Zellen 
und Gallengangszellen unterschieden werden muss. 
Für die Färbung wurden die Paraffinschnitte der Mauslebern zunächst entparaffiniert 
(zweimal für je 3 Min. in Roticlear) und in einer absteigenden Alkoholreihe (zweimal für je 3 
Min. in 100 %-, 96 %-, 70 %-Ethanol) dehydriert. Daraufhin folgte die Antigendemaskierung 
in Citrat-Puffer in der Mikrowelle bei 600 W für 10 Min. Die Objektträger wurden danach für 
20 Min. in Citrat-Puffer auf RT abgekühlt. Bei Kryoschnitten entfielen diese Schritte, die 
Objektträger wurden zunächst angetaut und anschließend in Methanol/Eisessig (3:1) für 90 
Sek. fixiert.  
Paraffin- und Kryoschnitte wurden sodann zweimal für je 5 Min. in dest. H2O gewaschen und 
schließlich 15 Min. mit 3 % H2O2 (30 %-ig) bei RT behandelt. Nach einem Waschschritt (dest. 
H2O für 5 Min. und PBS für zweimal je 5 Min.) wurden alle darauffolgenden Färbeschritte in 
der Färbekammer und alle Waschschritte in einer Färbeschale durchgeführt. Zunächst wurde 
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eine Blocklösung (bestehend aus PBS und 5 % Kaninchenserum) für 1 h bei RT 
aufgetragen. Der in der Blocklösung verdünnte anti-Cytokeratin 19-AK (Endkonzentration 1,4 
µg/ml) wurde im Anschluss über Nacht bei 4° C appliziert.  
Am nächsten Tag wurden die Objektträger mit PBS dreimal für je 5 Min. gewaschen und 1 h 
mit dem biotinylierten sekundären anti-rat-AK (Endkonzentration 3 µg/ml, gelöst in PBS und 
5 % Kaninchenserum) bei RT in der Färbekammer inkubiert. Nach dem Waschen mit PBS 
(dreimal für je 5 Min.) wurde für 30 Min. eine ABC-Lösung (Avidin-Biotin-Komplex zur 
Detektion des biotinylierten sekundären AK) aufgetragen. Nach einem weiteren Waschschritt 
(dest. H2O dreimal für je 5 Min.) wurden die Schnitte in der abgedunkeltem Färbekammer für 
ca. 30 Sek. mit einer Substrat/Chromogen-Lösung behandelt, bis sie eine hellbraune Farbe 
angenommen hatten und sogleich wieder für 5 Min. mit dest. H2O gewaschen. Zum Schluss 
erfolgte für 10 Sek. die Färbung mit Mayer‘s Hämalaun. Nach dem Waschen unter 
fließendem dest. H2O wurden die Paraffinschnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe 
(zweimal für je 3 Min. 70 %-, 96 %-, 100 %-iges Ethanol) dehydriert und mit Roticlear 
(zweimal für je 3 Min.) entparaffiniert. Schließlich wurden die Schnitte luftgetrocknet und mit 
Glycerol eingedeckt. 
Bei der Analyse der Cytokeratin 19-Färbung der Leber wurde von jedem Tier (n=5) jeder 15. 
konsekutiv angefertigte Schnitt gefärbt, so dass letztlich die gesamte Leber bei einer 20 x 
Vergrößerung am Lichtmikroskop systematisch analysiert werden konnte. Die gesamten 
Leberschnitte wurden jeweils auf Cytokeratin-19 positive Strukturen untersucht.  
2.2.13.3.3 α-Smooth Muscle Actin (α-SMA)-Färbung 
Mit der α-SMA-Färbung werden Aktinproteine in glatten Muskelzellen und Perizyten 
angefärbt. Außerdem ist α-SMA ein Marker für Myofibroblasten. Fibroblasten wandeln sich 
während der Bildung einer prämetastatischen Nische in Myofibroblasten um. Somit deutet 
der Nachweis von α-SMA in anderen Zellen als glatten Muskelzellen und Perizyten auf die 
Bildung von prämetastatischen Nischen hin (Spaeth et al. 2009, Duda et al. 2010).  
Die Färbung des α-SMA erfolgte analog des Protokolls für die Cytokeratin 19-Färbung (Kap. 
2.2.13.3.2). Der primäre AK wurde in der Endkonzentration 1 µg/ml verwendet, für die Block- 
und AK-Lösungen wurde Ziegenserum eingesetzt.  
Für die Auswertung der α-SMA-Färbung wurden pro Versuchsgruppe 4 Tiere untersucht und 
jeder 15. konsekutiv angefertigte Schnitt einer Leber gefärbt. Pro Tier wurden am 
Lichtmikroskop bei 20 x Vergrößerung die Gesichtsfelder mit α-SMA-positiven Strukturen 
sowie die Gesamtzahl der Gesichtsfelder pro Leberschnitt gezählt. Abschließend wurde die 
Anzahl der α-SMA-positiven Gesichtsfelder pro Leberschnitt angegeben.  
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2.2.13.3.4 Morphologisch veränderte Strukturen 
Bei der Analyse der Lebern der Mäuse nach Injektion von L3.6pl-Zellen sowie nach Injektion 
von L3.6pl-Zellen plus L3.6pl-MP fielen in der Histologie beim Carstair’s Staining und in der 
Ki67-Färbung morphologisch veränderte, metastatische Strukturen auf, welche sich vom 
physiologischen Lebergewebe abgrenzten. Diese metastatischen Herde mit oder ohne Ki67-
positive Zellkerne waren durch Stroma vom normalen Gewebe abgegrenzt. Bei den 
morphologischen Veränderungen handelt es sich um Zellen mit polymorphen Zellkernen 
bzw. polynukleäre Zellen.  
In jeder Versuchsgruppe wurden 4 Mäuse untersucht. Pro Leber wurde jeder 15. konsekutiv 
geschnittene Leberschnitt untersucht. Bei 20 x Vergrößerung wurde die Anzahl der 
Gesichtsfelder des gesamten Schnittes sowie die Anzahl der Gesichtsfelder mit 
morphologisch veränderten Strukturen pro Schnitt gezählt und in Prozent der Gesichtsfelder 
des gesamten Leberschnittes angegeben.  
2.2.13.4 Immunfluoreszenz-Färbungen 
Die Immunfluoreszenz-Färbung unterscheidet sich von der Immunhistochemie darin, dass 
die AK direkt mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind. Eine Enzym-Substrat/Chromogen-
Reaktion ist für die Farbentstehung somit nicht mehr erforderlich. Schließlich können die 
gefärbten Präparate im Fluoreszenzmikroskop oder im konfokalen Laserscanmikroskop 
betrachtet werden. In den vorliegenden Versuchen wurden AK eingesetzt, welche mit den 
Fluoreszenzfarbstoffen Alexa 488 (grüne Farbe), Alexa 550 (orange Farbe) oder Alexa 594 
(rote Farbe) gelabelt waren. 
2.2.13.4.1 Fluoreszenz-Färbung von neutrophilen Granulozyten 
Neutrophile Granulozyten fördern die Tumorigenese (Pekarek et al. 1995) sowie die Bildung 
einer prämetastatischen Nische (De Larco et al. 2004). Die Färbung der Neutrophilen 
erfolgte in der vorliegenden Arbeit um einen Hinweis auf die Bildung einer prämetastatischen 
Nische zu erhalten. 
Zur Visualisierung wurden die Paraffinschnitte behandelt wie in Kap. 2.2.13.3.2 beschrieben. 
Die ebenso eingesetzten Gefrierschnitte wurden angetaut, in Methanol/Eisessig (3:1) für 90 
Sek. fixiert und dreimal für je 3 Min. in PBS gewaschen. Daraufhin erfolgte sowohl bei den 
Paraffin- als auch bei den Kryoschnitten das Blocken und Permeabilisieren für 30 Min. bei 
RT in einer Permeabilisierungs-und Blocklösung. Nach erneutem Waschen (dreimal je 3 Min. 
in PBS) wurde der anti-Neutrophilen-AK (1:500 in der Permeabilisierungs-und Blocklösung 
verdünnt) aufgetragen und in der Färbekammer bei RT über Nacht inkubiert. Am nächsten 
Morgen wurden die Schnitte dreimal für je 3 Min. in PBS gewaschen. Danach erfolgte die 
Applikation des Sekundär-AK für 1 h bei RT in der Färbekammer. Nach weiteren 
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Waschschritten (dreimal für je 3 Min. mit PBS und einmal für 3 Min. mit dest. H2O) wurden 
die Schnitte luftgetrocknet und mit DAPI-haltigem Eindeckmedium eingedeckt. 
Anschließend wurde am Fluoreszenzmikroskop die Anzahl der neutrophilen Granulozyten 
bei 20 x Vergrößerung in 10 konsekutiven Gesichtsfeldern bei 4 Tieren pro Versuchsgruppe 
ausgezählt.  
2.2.14 Markierung von MP 
Um die MP im konfokalen Laserscanmikroskop und Fluoreszenzmikroskop sichtbar zu 
machen, wurden sie mit dem grün fluoreszierenden Farbstoff 5-(and-6)-Carboxyfluorescein 
Diacetate (DCF) markiert. Dazu wurden die MP im Verhältnis 1:200 mit 4,48 mM DCF für 2 
Min. bei RT inkubiert und daraufhin für 30 Min. bei 17.740 x g zentrifugiert. Schließlich 
folgten 2 Waschschritte mit PBS.  
Die grüne Fluoreszenz der MP resultierte aus der Spaltung des in die MP diffundierten 
Farbstoffes durch intramikropartikuläre Esterasen. 
2.2.15 Fluoreszenzmikroskopie 
Das Prinzip der Fluoreszenzmikroskopie beruht  prinzipiell auf demjenigen der 
Lichtmikroskopie. Im Gegensatz zu dieser werden hierbei jedoch Fluoreszenzfarbstoffe, sog. 
Fluorochrome, verwendet, welche Licht einer bestimmten Wellenlänge absorbieren und mit 
einer anderen Wellenlänge wieder emittieren.  
Das von einer Lichtquelle abgegebene Licht trifft auf einen Anregungsfilter, welchen nur das 
Licht mit der für die Anregung benötigten Wellenlänge passieren kann. Hierauf wird der 
Lichtstrahl auf einen dichroitischen Spiegel, den Strahlteiler, gelenkt. Dieser reflektiert das 
kurzwellige Licht durch das Objektiv zum Präparat und somit zu den Fluorochromen. Vom 
Präparat wird daraufhin langwelliges Licht zum Strahlteiler und des Weiteren über einen 
Sperrfilter (um das verbleibende kurzwellige Licht zu eliminieren) zum Detektor geleitet. Als 
Detektor fungiert üblicherweise eine mit einem Computer verbundene Kamera, so dass die 
aufgenommenen Bilder schließlich am Computer analysiert werden können. 
2.2.16 Konfokale Mikroskopie 
Bei der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie (kLSM), einer Form der 
Fluoreszenzmikroskopie, wird ein Präparat punktweise mittels eines Laserstrahls behandelt.  
Die Lichtquelle (der Laserstrahl) wird zunächst durch das Objektiv in eine Lochblende 
geleitet, um den Lichtstrahl zu fokussieren. Danach fällt das Licht auf einen dichroitischen 
Spiegel, welcher durchlässig ist für das Fluoreszenzlicht. Schließlich gelangt der Lichtstrahl 
auf das Präparat. Dieses emittiert das Fluoreszenzlicht, welches erneut über den Spiegel 
und eine zweite Lochblende zum Detektor, den Photomultiplier, gelenkt und von diesem 
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aufgenommen wird. Ein elektrisches Signal wird generiert, welches vom Computer erfasst 
wird.  
Für die beschriebenen Versuche wurde das konfokale Laserscanmikroskop LSM 510 Meta 
der Firma Zeiss benutzt, welches sowohl einen Argon-Laser für die Emission von blauem bis 
grünem Licht als auch drei Helium-Neon-Laser für oranges bis rotes Licht besitzt.  
2.2.17 Auswertung der mikroskopischen Aufnahmen 
Die Analyse der kLSM-Aufnahmen erfolgte mittels der Software LSM 510 Release 4.0 
(Zeiss). Lichtmikroskop- sowie Fluoreszenzmikroskop-Aufnahmen wurden mit der AxioVision 
Rel. 4.8 - Software (Zeiss) untersucht und ausgewertet. 
2.2.18 Statistik 
Zur statistischen Auswertung wurde die Software Sigma StatTM verwendet. Der Vergleich von 
zwei Gruppen erfolgte bei unverbundenen und normalverteilten Stichproben mittels des t-
Tests. Waren die Stichproben unverbunden und nicht normalverteilt, wurde der Mann-
Whitney-U-Test verwendet. Ein p-Wert von ≤0,05 galt als statistisch signifikant. 
Die aufgeführten Werte sind Mittelwerte ± SEM.  
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3. Ergebnisse 
3.1. Mechanismen der in vitro Gerinnungsaktivierung durch karzinomatöse 
Zellen und Mikrovesikel  
Um zu prüfen, ob Pankreaskarzinomzellen und die daraus isolierten Mikrovesikel die 
Blutgerinnung aktivieren, wurde zunächst in in vitro Koagulationsassays die Bildung der 
Gerinnungsfaktoren Xa und XIIa gemessen und die Fibrinentstehung mit Hilfe der TEG 
ermittelt. Des Weiteren wurde die Beteiligung von TF, den Koagulationsfaktoren VII, IX, X 
und XI sowie der Proteine Mucin-1 und Mucin-4 an der Blutgerinnungsaktivierung überprüft. 
Die Messungen wurden mit je 50 µg/ml Exosomen bzw. MP durchgeführt. Diese Zahlen sind, 
davon ausgehend, dass 1 µg MP-Protein ca. 4000 MP entspricht, wie aus 
durchflusszytometrischen Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe hervorgeht, 
vergleichbar mit der Menge an karzinomatösen Mikrovesikeln im Blut von Karzinompatienten 
(Tesselaar et al. 2007, Zwicker et al. 2009).  
3.1.1 TEG 
Karzinomatöse MP bzw. Zellen wurden dem Vollblut gesunder Blutspender hinzugegeben 
und die Clotting Time (CT) gemessen. Die CT des Vollbluts mit Vehikellösung (PBS) diente 
als Kontrollwert.  
Nach Zugabe von L3.6pl- und FG-Zellen wurde die Zeit bis zur Fibrinbildung stark verringert. 
Die KCP-Zelllinie wies ebenfalls eine prokoagulatorische Aktivität auf, die jedoch gegenüber 
derjenigen von Zellen des orthotopen Modells abgeschwächt war (Abb. 6). Bei L3.6pl-, FG- 
und KCP-MP zeigte sich ebenfalls ein sehr niedriger CT-Wert und somit eine massive 
Fibrinbildung im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 6). KCP-MP hatten einen schwächeren 
prokoagulatorischen Effekt als L3.6pl- und FG-MP. L3.6pl-Exosomen stimulierten die 
Fibrinbildung geringfügig, während FG-Exosomen die CT nicht beeinflussten (Abb. 6). 
 
3.1.2 Faktor Xa Aktivitätsmessung 
Um den molekularen Mechanismus der Aktivierung des Gerinnungssystems durch die 
karzinomatösen MP und Zellen zu bestimmen, wurde anschließend die Aktivierung des 
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Abb. 6: Fibrinbildung nach Zugabe von 
Pankreaskarzinomzellen, -MP und -Exosomen 
Je 20.000 Pankreaskarzinomzellen sowie 
50 µg/ml Pankreaskarzinom-Mikrovesikel wurden 
citriertem Vollblut hinzugegeben und die CT mittels 
Thrombelastographen gemessen.  
Mittelwerte ± SEM, n=3, n.s.=nicht signifikant,  
* p=<0,05, *** p=<0,001 gegenüber Vollblut mit PBS 
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Faktors X untersucht. Die karzinomatösen Zellen und MP induzierten generell eine 
gesteigerte Faktor Xa Bildung (Abb. 7). Dabei wiesen die MP beider Karzinommodelle einen 
stärkeren Effekt als die entsprechenden Zellen auf. L3.6pl-MP führten zur ausgeprägtesten 
Faktor Xa Bildung. L3.6pl- und FG-Exosomen zeigten hingegen keine Aktivierung von Faktor 
X (Abb. 7). Somit wurde deutlich, dass Faktor X durch Zellen und MP beider 
Pankreaskarzinommodelle aktiviert wird.  
 
 
In Anwesenheit des direkten Faktor Xa Antagonisten Rivaroxaban (Endkonzentration 10 
µM), der zur Gruppe der Oxazolidinone gehört, einer Stoffgruppe von gesättigten 
heterozyklischen Verbindungen, wurde die Faktor X Aktivierung durch Karzinom-MP beider 
Pankreaskarzinommodelle vollständig gehemmt (Abb. 8 A). Rivaroxaban inhibierte auch die 
durch karzinomatöse MP induzierte Fibrinbildung in Vollblut nahezu vollständig (Abb. 8 B). 
Daneben hemmte der Faktor Xa Antagonist auch die Koagulations-Aktivierung unter 
Kontrollbedingungen (Abb. 8 B). 
 A B 
 
Abb. 8: Wirkung von Rivaroxaban auf die durch Karzinom-MP induzierte Faktor Xa-Bildung (A) und die 
Fibrinentstehung (B) 
Je 50 µg/ml Pankreaskarzinom-MP wurden nach Zugabe von 10 µM Rivaroxaban im Faktor Xa Assay und in der TEG 
eingesetzt. Mittelwerte ± SEM, n=3, * p=<0,05, ** p=<0,01, *** p=<0,001 gegenüber der entsprechenden Probe ohne Zugabe 
von Rivaroxaban 
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Abb. 7: Messung der Faktor Xa Bildung durch 
Pankreaskarzinomzellen, -MP und -Exosomen 
Die Faktor Xa Bildung wurde nach Zugabe von jeweils 
20.000 Karzinomzellen und 50 µg/ml karzinomatöser 
Mikrovesikel im chromogenen Assay bestimmt.  
Mittelwerte ± SEM, n=3, n.s.=nicht signifikant, * p=<0,05, 
*** p=<0,001 gegenüber Kontrolle  
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3.1.3 Intrinsischer und extrinsischer Blutgerinnungsweg  
Da Faktor Xa sowohl durch den intrinsischen als auch durch den extrinsischen Weg des 
Koagulationssystems gebildet werden kann, wurden anschließend die Beteiligungen von 
Faktor XII und TF untersucht, die jeweils den intrinsischen bzw. den extrinsischen Weg 
initiieren. 
3.1.3.1 Intrinsischer Blutgerinnungsweg 
3.1.3.1.1 Faktor XIIa Aktivitätsmessung 
Die karzinomatösen Zellen, -MP und -Exosomen zeigten nahezu keine Faktor XIIa Aktivität. 
(Abb. 9). Dabei ist zu beachten, dass als Negativkontrolle Lösungen mit PBS verwendet 
wurden, als Positivkontrolle Proben mit Blutplättchen/neutrophilen Granulozyten. 
 
3.1.3.1.2 Fibrinbildung nach Zugabe von CTI  
Um die Beteiligung des intrinsischen Blutgerinnungsweges weiter zu analysieren, wurde am 
Thrombelastographen die Fibrinbildung durch Mikrovesikel nach Zugabe des Faktor XIIa 
Inhibitors Corn Trypsin Inhibitor (=CTI, Endkonzentration 50 µg/ml) bestimmt. CTI inhibiert 
FXIIa spezifisch, indem es einen Komplex mit Faktor XIIa ausbildet. Während CTI die 
Fibrinbildung in der Kontrolle leicht verlängerte, wurde die deutlich erhöhte Fibrinbildung 
nach Zugabe der Karzinom-MP nicht durch CTI beeinflusst (Abb. 10 A). CTI hatte auch 
keinen Einfluss auf die Fibrinbildung in Anwesenheit der karzinomatösen Exosomen (Abb. 10 
B). 
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Abb. 9: Bestimmung der Faktor XIIa Bildung durch 
Pankreaskarzinomzellen, -MP und -Exosomen 
Die Faktor XIIa Bildung wurde in einem chromogenen  
Assay bestimmt. Eingesetzt wurden jeweils 20.000  
Karzinomzellen und 50 µg/ml Karzinom-Mikrovesikel. 
Mittelwerte ± SEM, n=3, n.s.=nicht signifikant,  
** p=<0,01, *** p=<0,001  gegenüber  
a) Kontrolle (PBS), b) Plättchen/Neutrophile 
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 A B 
 
Abb. 10: Fibrinbildung durch je 50 µg/ml Pankreaskarzinom-MP (A) und je 50 µg/ml -Exosomen (B) nach Zugabe von 
CTI 
Die CT wurde nach Zugabe von 50 µg/ml CTI gemessen. Mittelwerte ± SEM, n=3, n.s.=nicht signifikant, * p=<0,05 gegenüber 
der entsprechenden Probe ohne CTI 
3.1.3.2 Extrinsischer Blutgerinnungsweg 
3.1.3.2.1 TF 
Um die Beteiligung von TF an der durch Tumorzellen sowie Tumor-Mikrovesikel induzierten 
Gerinnungsaktivierung zu ermitteln, wurden die prokoagulatorischen Assays in Anwesenheit 
eines anti-TF-AK (Endkonzentration 50 µg/ml) durchgeführt. Als Kontrolle wurde ein Iso-IgG 
(Endkonzentration 50 µg/ml) verwendet. Nach Zugabe des anti-TF-AK zeigte sich eine 
deutliche Hemmung der durch L3.6pl- bzw. FG-Zellen und -MP induzierten Faktor Xa 
Bildung. Interessanterweise wurde im Gegensatz dazu die Faktor Xa Bildung nach Zugabe 
von KCP-Zellen (Abb. 11 A) und -MP (Abb. 11 B) durch TF-Inhibierung nicht beeinflusst. 
 A B 
 
Abb. 11: Wirkung von anti-TF-AK auf die Faktor Xa Bildung durch Karzinomzellen (A) und-MP (B)  
Die Faktor Xa Aktivierung wurde nach Zugabe von 50 µg/ml anti-TF-AK im chromogenen Faktor Xa Assay bestimmt. Es wurden 
je 20.000 Karzinom-Zellen sowie je 50 µg/ml Karzinom-MP verwendet. Mittelwerte ± SEM, n=3, n.s.=nicht signifikant, * p=<0,05, 
** p=<0,01, *** p=<0,001 gegenüber Pankreaskarzinomzellen bzw.-MP+Iso-IgG 
 
Die Vollblut-Fibrinbildung war nach Zugabe des anti-TF-AK im Falle von L3.6pl- und FG-MP 
deutlich verlängert (Abb. 12 A). Im Blut, das mit L3.6pl- und FG-Exosomen versetzt worden 
war, wurde kein inhibitorischer Effekt des anti-TF-AK beobachtet (Abb. 12 B).  
0 
500 
1000 
1500 
2000 
2500 
3000 
3500 
C
T
 [
S
e
k
.]
 
* 
n.s. 
n.s. 
n.s. 
0 
500 
1000 
1500 
2000 
2500 
3000 
3500 
C
T
 [
S
e
k
.]
 
n.s. 
n.s. 
n.s. 
0 
5 
10 
15 
20 
25 
30 
35 
40 
F
a
k
to
r 
X
a
 B
il
d
u
n
g
 (
m
U
/m
l)
 
*** ** 
* 
0 
5 
10 
15 
20 
25 
30 
35 
40 
F
a
k
to
r 
X
a
 B
il
d
u
n
g
 (
m
U
/m
l)
 
*** *** 
*** 
 
| 42 
 
Insgesamt zeigten diese Experimente, dass die prokoagulatorischen Wirkungen der 
Karzinomzellen und -MP des orthotopen Modells durch TF vermittelt werden, nicht aber 
diejenigen des transgenen Modells. 
 A B 
 
Abb. 12: Bestimmung der CT von Pankreaskarzinom-MP (A) und -Exosomen (B) nach Zugabe von anti-TF-AK 
50 µg/ml anti-TF-AK wurden zu je 50 µg/ml Pankreaskarzinom-MP sowie zu je 50 µg/ml Pankreaskarzinom-Exosomen 
hinzugegeben und die CT in der TEG gemessen. Mittelwerte ± SEM, n=3, n.s=nicht signifikant, *** p=<0,001 gegenüber 
Pankreaskarzinom-MP+Iso-IgG bzw. Pankreaskarzinom-Exosomen+Iso-IgG 
3.1.4 Koagulationsfaktor VII, IX, X und XI  
Um genaueren Aufschluss über die Mechanismen der Blutgerinnungsaktivierung durch 
karzinomatöse MP zu erhalten, wurden als nächstes die Beteiligungen einzelner 
Gerinnungsfaktoren anhand von Faktor VII-, IX-, X- und XI- defizientem Blutplasma unter 
Zugabe von Pankreaskarzinom-MP in der TEG untersucht.  
Dabei zeigte sich, dass die Zeit bis zur Bildung eines Blutgerinnsels in Anwesenheit von 
L3.6pl-und FG-MP im Faktor VII-defizienten Plasma im Verhältnis zur Kontrolle verlängert 
war (Abb. 13 A). Dies bestätigte die Abhängigkeit der MP des orthotopen Modells vom 
extrinsischen Gerinnungssystem (Kap. 3.1.3.2).  
Im Faktor IX-defizienten Plasma kam es zu keiner ausgeprägten Beeinträchtigung der 
Fibrinbildung durch die MP des orthotopen Modells (Abb. 13 B). Im Gegensatz dazu war die 
CT bei KCP-MP im Faktor IX-defizienten Plasma deutlich verlängert (Abb. 13 B). Die MP des 
transgenen Modells sind folglich in ihrer Gerinnungsaktivierung bis zu einem gewissen Grad 
abhängig von Faktor IX und somit auch vom intrinsischen Blutgerinnungsweg.  
Nach Einsatz von Faktor X-defizientem Plasma wurde keine Gerinnungsaktivierung durch 
die karzinomatösen MP beobachtet (Abb. 13 C). Dies zeigte, dass die Gerinnungsaktivierung 
durch MP beider Pankreaskarzinommodelle vollständig von Faktor X abhängig ist.  
Zusätzlich wurde das Gerinnungsverhalten der karzinomatösen MP auch im Faktor XI-
defizienten Plasma untersucht. Im Falle der MP des orthotopen Modells war die CT im 
Faktor XI-defizienten Plasma nicht beeinträchtigt (Abb. 13 D). Im Falle der KCP-MP war die 
Fibrinbildung tendenziell verlängert (Abb. 13 D). Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass 
die MP des orthotopen Modells die Blutgerinnung über einen Faktor VII- und Faktor X-
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abhängigen Gerinnungsweg aktivieren, die MP des transgenen Modells hingegen über einen 
Faktor X- und Faktor IX-abhängigen Gerinnungsweg. 
 A B 
  
C D 
  
Abb. 13: Fibrinbildung durch Pankreaskarzinom-MP im Faktor VII- (A), Faktor IX- (B), Faktor X- (C) und Faktor XI- (D) 
defizienten (def.) Plasma 
Die CT wurde in diversen TEG im def. Plasma nach Zugabe von je 50 µg/ml Pankreaskarzinom-MP ermittelt. Mittelwerte ± 
SEM, n=3, n.s.=nicht signifikant, * p=<0,05, ** p=<0,01, *** p=<0,001 gegenüber der entsprechenden Probe mit Plasma  
3.1.5 Mucin-1 (Muc-1) 
Das Transmembranprotein Muc-1 wird von Karzinomen epithelialen Ursprungs wie dem 
Pankreaskarzinom überexprimiert und dient somit als zuverlässiger Marker für diese 
Erkrankungen. Muc-1 wird auch im Zusammenhang mit der Entstehung von Thrombosen bei 
Pankreaskarzinompatienten diskutiert (Tesselaar et al. 2007, Wang et al. 2012).  
Da im transgenen Mausmodell ein TF-unabhängiger Mechanismus bei der MP- sowie Zell-
induzierten Gerinnungsaktivierung involviert zu sein schien, war es von besonderem 
Interesse die Rolle von Muc-1 auf KCP-Zellen und -MP zu ergründen. 
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3.1.5.1 Nachweis der Expression von Muc-1 auf KCP-Zellen 
Um herauszufinden, ob Muc-1 auf KCP-Zellen exprimiert wurde, wurden zunächst Western 
Blots durchgeführt. Dabei wurde eine Muc-1-spezifische Bande in KCP-Zellen nachgewiesen 
(Abb. 14). Durch spezifische siRNA für Muc-1-mRNA konnte die Expression von Muc-1 
deutlich reduziert werden. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.1.5.2 Bedeutung von Muc-1 für die Koagulation 
In einem weiteren Schritt wurde die prokoagulatorische Aktivität von mit Muc-1-siRNA 
transfizierten KCP-Zellen bzw. Kontrollzellen getestet. Des Weiteren wurden KCP-Zellen mit 
2 µg Muc-1-shRNA transfiziert und eine stabil transfizierte Zelllinie generiert. Aus den 
Zelkultur-Überständen dieser Zellen wurden KCP-MP isoliert und für Koagulationsassays 
verwendet. Die Gerinnungsaktivierung der mit Muc-1-siRNA bzw. Muc-1-shRNA 
transfizierten Zellen und MP war gegenüber der Aktivierung durch die jeweiligen 
Kontrollzellen bzw. -MP deutlich verringert. Dies galt sowohl für die Bildung von Faktor Xa 
(Abb. 15 A, B) als auch für die Fibrinbildung in Vollblut (Abb. 16 A, B). 
Die prokoagulatorische Wirkung der KCP-Zellen und -MP konnte somit zu einem erheblichen 
Teil auf das Muc-1 Protein zurückgeführt werden. 
 A    B 
 
Abb. 15: Messung der Faktor Xa Bildung durch mit Muc-1-siRNA bzw. mit Muc-1-shRNA transfizierte KCP-Zellen (A) 
und KCP-MP (B) 
KCP-Zellen wurden mit 100 nM Muc-1-siRNA (A) bzw. mit 2 µg Muc-1-shRNA transfiziert, MP isoliert (B) und die  
Faktor Xa Bildung untersucht. Mittelwerte ± SEM, n=3, *** p=<0,001 gegenüber mit Kontroll-siRNA transfizierten KCP-Zellen 
bzw. nicht-transfizierten KCP-MP       
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Abb. 14: Western Blot zur Muc-1 Expression auf KCP-Zellen 
200 µg KCP-Zellen wurden mit 100 nM Muc-1-siRNA transfiziert. 
Ein Western Blot wurde mit diesen Zellen durchgeführt. Als 
Kontrolle dienten mit Kontroll-siRNA (100 nM) transfizierte KCP-
Zellen.   
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A B     
 
Abb. 16: Fibrinbildung durch mit Muc-1-siRNA bzw. mit Muc-1-shRNA transfizierte KCP-Zellen (A) und KCP-MP (B)  
Die CT von transfizierten KCP-Zellen und KCP-MP wurde in der TEG gemessen. Mittelwerte ± SEM, n=3, *** p=<0,001 
gegenüber mit Kontroll-siRNA transfizierten KCP-Zellen bzw. nicht-transfizierten KCP-MP 
3.1.6 Mucin-4 (Muc-4) 
Das Glykoprotein Muc-4 wird bei Pankreaskarzinomen überexprimiert und ist unter 
physiologischen Bedingungen nicht im Pankreas zu finden. Muc-4 wird ebenfalls mit der 
Tumor-assoziierten Blutgerinnungsaktivierung in Zusammenhang gebracht (Zwicker et al. 
2009). Mit Hilfe des Muc-4 Inhibitors Thymoquinon (Torres et al. 2010), einem 
phytochemischen Substrat aus dem Schwarzkümmelöl, wurde in der vorliegenden Arbeit 
getestet, ob Muc-4 an der prokoagulatorischen Aktivität der MP beteiligt ist. Jedoch zeigte 
Thymoquinon keinen Effekt auf die prokoagulatorischen Eigenschaften der MP beider 
Pankreaskarzinommodelle (Abb. 17). Folglich gab es keinen Hinweis darauf, dass das 
Protein Muc-4 in die durch karzinomatöse MP induzierte Gerinnungsaktivierung involviert ist. 
 A  B 
 
Abb. 17: Einfluss von Thymoquinon auf die Faktor Xa Bildung (A) und Fibrinbildung (B) durch karzinomatöse MP 
Die Messung der Faktor Xa Bildung bzw. der CT erfolgte bei je 50 µg/ml Pankreaskarzinom-MP nach Zugabe von 100 µM  
Thymoquinon. Mittelwerte ± SEM, n=3, n.s.=nicht signifikant gegenüber der entsprechenden Probe ohne Thymoquinon 
3.2 Proteomanalyse der Zellen und MP des orthotopen und transgenen Modells 
Das Proteom von L3.6pl-Zellen und L3.6pl-MP, FG-Zellen und FG-MP sowie KCP-Zellen und 
KCP-MP wurde mittels Proteomanalyse (Kap. 2.2.11) untersucht. Insgesamt wurde in jeder 
Gruppe die Expression von 350 Proteinen analysiert. Dabei wurde auf potentielle 
Unterschiede in der Expression von Proteinen zwischen Zellen und den daraus freigesetzten 
MP fokussiert. Im Verhältnis zu den Elternzellen waren bei den MP beider 
Pankreaskarzinommodelle vor allem Adhäsionsproteine wie z.B. epithelial cell adhesion 
molecule, 4F2 cell-surface antigen heavy chain (bei L3.6pl-MP, Abb. 18 A) bzw. andere 
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Membranproteine wie Na-K-ATPase (bei L3.6pl-und KCP-MP, Abb. 18 A, C) erhöht. 
Interessanterweise waren sowohl in den MP des orthotopen als auch in denjenigen des 
transgenen Pankreaskarzinommodells folgende Proteine stärker exprimiert als in den Zellen: 
Na-K-ATPase, Kinesin-like Protein 23 (KIF23), Rac GTPase-activating protein 1 (RacGAP1) 
und Koagulationsfaktor X (Abb. 18 A, C).  
Auch zwischen L3.6pl-MP und FG-MP traten Unterschiede bezüglich der Expression von 
Proteinen auf. So waren bei L3.6pl-MP z.B. die Proteine complement decay accelerating 
factor, KIF23 und Alpha-2-HS-Glykoprotein stärker exprimiert als bei FG-MP (Abb. 18 E). 
Umgekehrt waren in den FG-MP beispielsweise 78 kDa glucose-regulated protein, T-
complex protein 1 subunit theta und protein disulfide-isomerase A3 im Vergleich zu den 
L3.6pl-MP erhöht exprimiert (Abb. 18 F). 
In den Pankreaskarzinomzellen beider Modelle hingegen waren nukleäre Proteine deutlich 
stärker exprimiert als in den jeweiligen MP (Heterogenous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 
bei KCP-Zellen, Histone H4 bei KCP- und L3.6pl-Zellen, Heterogenous nuclear 
ribonucleoprotein M und DNA-dependent protein kinase catalytic subunit bei L3.6pl-Zellen). 
Ebenso galt dies für Proteine, die an der Transkription (Nukleolin und Histone H4 bei KCP- 
und L3.6pl-Zellen, DNA-dependent protein kinase catalytic subunit bei L3.6pl-Zellen) bzw. 
Translation (Polyadenylate-binding protein 1 bei KCP-Zellen) beteiligt sind sowie für 
ribosomale Proteine (40S ribosomal protein S8, 60S ribosomal protein L18a bei KCP-Zellen) 
(Abb. 18 B, D). 
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C D 
  
E F 
  
Abb. 18: Proteine mit deutlichen Unterschieden an Expressionslevels zwischen Karzinomzellen und –MP  
bzw. zwischen verschiedenen MP 
In der Proteomanalyse wurde die Anzahl der zugeordneten Spektren von in Pankreaskarzinomzellen sowie -MP  
exprimierten Proteinen gemessen. 
Mittelwerte ± SEM, n=3, n.s.=nicht signifikant, * p=<0,05, ** p=<0,01, *** p=<0,001 gegenüber:  
A: L3.6pl-MP, B: L3.6pl-Zellen, C: KCP-MP, D: KCP-Zellen, E: L3.6pl-MP, F: FG-MP 
A: L3.6pl-MP vs. L3.6pl-Zellen 
B: L3.6pl-Zellen vs. L3.6pl-MP 
C: KCP-MP vs. KCP-Zellen 
D: KCP-Zellen vs. KCP-MP 
E: L3.6pl-MP vs. FG-MP 
F: FG-MP vs. L3.6pl-MP 
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3.2.1 Nachweis von RacGAP1 und KIF23 in Pankreaskarzinomzellen und -MP mittels 
Western Blot 
Um die Ergebnisse der Proteomanalyse mittels einer unabhängigen Methode zu verifizieren, 
wurden Western Blots mit den Karzinomzellen und den von ihnen freigesetzten MP 
durchgeführt. Dabei wurde insbesondere auf RacGAP1 und KIF23 fokussiert, da diese 
Proteine in den Proteomanalysen von MP beider Tumormodelle gegenüber den 
Ausgangszellen erhöht waren und als nukleäre Proteine von besonderem Interesse waren. 
Dies wurde durch die Western Blots bestätigt (Abb. 19). In MP beider 
Pankreaskarzinommodelle konnte im Vergleich zu den dazugehörigen Zellen eine stärkere 
Bande im Bereich des entsprechenden Molekulargewichtes (RacGAP1: ca. 70 kDa, KIF23: 
ca. 110 kDA) beobachtet werden. Die Resultate der Proteomanalyse  waren somit 
reproduzierbar. Als Kontrolle dienten Western Blots mit GAPDH, da GAPDH (im Gegensatz 
zu β-Aktin) auch in MP deutlich exprimiert wird. 
A B 
  
C D 
  
Abb. 19: KIF23- und RacGAP1- Expression in Tumorzellen und -MP 
Je 200 µg L3.6pl- und KCP-Zellen sowie L3.6pl-und KCP-MP wurden im Western Blot eingesetzt und auf die Expression von 
KIF23- sowie RacGAP1-Protein geprüft. 
A: RacGAP1 Western Blot von L3.6pl-MP/L3.6pl-Zellen, dazugehöriger GAPDH Western Blot von L3.6pl-MP/L3.6pl-Zellen  
B: RacGAP1 Western Blot von KCP-MP/KCP-Zellen, dazugehöriger GAPDH Western Blot von KCP-MP/KCP-Zellen  
C: KIF23 Western Blot von L3.6pl-MP/L3.6pl-Zellen, dazugehöriger GAPDH Western Blot von L3.6pl-MP/L3.6pl-Zellen 
D: KIF23 Western Blot von KCP-MP/KCP-Zellen, dazugehöriger GAPDH Western Blot von KCP-MP/KCP-Zellen 
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3.3 Wirkungen der karzinomatösen MP auf die Thrombenbildung und 
Thrombose ex vivo und in vivo 
3.3.1 Karzinomatöse MP im Flusskammermodell 
Im Flusskammermodell wurde die Wirkung von L3.6pl-MP auf die Thrombusbildung im PRP 
ex vivo analysiert. Als Kontrolle diente PRP unter Zugabe von PBS. In Abwesenheit der MP 
wurde keine Thrombenbildung beobachtet (Abb. 20 A). In Anwesenheit von MP kam es 
bereits nach 5 Min. zur Bildung von Thromben, welche charakteristischerweise MP 
einschlossen. Nach 25 Min. lag eine fast 80 %-ige Okklusion der Flusskammer vor (Abb. 20 
B). 
 A B  
   
3.3.2 Induktion der DVT durch karzinomatöse MP in vivo 
Bekannterweise ist das Pankreaskarzinom häufig mit DVT assoziiert (Zwicker et al. 2007, 
Davila et al. 2008). Um die Rolle der karzinomatösen MP bei der DVT zu ermitteln, wurde in 
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Steffen Massberg (LMU München) 
ein neu entwickeltes in vivo Modell der DVT (von Brühl et al. 2012) eingesetzt. Dabei erfolgte 
die Injektion von karzinomatösen MP in 2 Portionen jeweils 6 h und 18 h nach der Ligatur der 
Vena cava caudalis in die Schwanzvene von WT-Mäusen. Die in der Vena cava caudalis 
entstandenen Thromben wurden nach insg. 48 h Versuchsdauer entnommen und gewogen. 
Nach Injektion von karzinomatösen MP beider Pankreaskarzinommodelle waren die 
Thrombusgewichte deutlich erhöht (Abb. 21). Zur Kontrolle wurden den Mäusen i.v. NaCl 
oder aus dem Vollblut gesunder Blutspender isolierte Blut-MP injiziert (Abb. 21). 
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Abb. 20: Thrombenbildung in der 
Flusskammer  
Nach Zugabe von PBS (A) bzw. L3.6pl-
MP (140 µg/ml) (B) wurde die Entstehung 
von Thromben in der Flusskammer 
untersucht. 
Dauer des Experimentes: 25 Min., 
rot=Fibrinogen,  
grün=DCF-gelabelte L3.6pl-MP 
A: PRP ohne L3.6pl-MP 
B: PRP plus 140 µg/ml L3.6pl-MP  
 
Abb. 21: Thrombusgewichte [mg] nach Injektion 
von karzinomatösen MP im DVT-Modell 
Nach Ligatur der Vena cava caudalis wurden WT-
Mäusen zweimal je 150 µg L3.6pl-MP in die 
Schwanzvene injiziert. Nach insg. 48 h 
Versuchsdauer wurden die in der Vena cava caudalis 
entstandenen Thromben entnommen und analysiert.  
Mittelwerte ± SEM, n=4, n.s.=nicht signifikant,  
* p=<0,05, ** p=<0,01, *** p=<0,001 gegenüber  
a) WT+NaCl bzw. b) WT+Blut-MP  
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In weiteren Experimenten wurden zusätzlich Thrombozyten Depletions-AK, Neutrophilen 
Depletions-AK, Faktor XII Inhibitor H-D-Pro-Phe-Arg-chloromethylketone (PCK), anti-TF-AK 
sowie P-Selectin -/- Mäuse verwendet (Kap. 2.2.12.2).  
Auch hier wurden karzinomatöse MP jeweils 6 h und 18 h nach der Ligatur der Vena cava 
caudalis in die Schwanzvene injiziert und nach 48 h Versuchsdauer wurden die in der Vena 
cava caudalis entstandenen Thromben untersucht. 
In P-Selectin-defizienten Mäusen wurde die durch Karzinom-MP induzierte DVT nicht 
beeinflusst (Abb. 22 A). P-Selectin ist ein Zelladhäsionsmolekül auf Endothelzellen, welches 
die Rekrutierung von Thrombozyten an die Gefäße nach einem Endothelschaden vermittelt. 
Das ließ darauf schließen, dass die MP-induzierte DVT Thrombozyten-unabhängig ist. Auch 
die Zugabe von Thrombozyten Depletions-AK (Abb. 22 B), Neutrophilen Depletions-AK (Abb. 
22 C) und von PCK (Abb. 22 D) beeinträchtigte die Thrombusbildung nicht. Dies deutete 
erneut darauf hin, dass Thrombozyten nicht an der durch Karzinom-MP bedingten-DVT 
beteiligt sind. Auch zeigte sich somit, dass neutrophile Granulozyten und Faktor XII bei der 
MP-induzierten DVT keine Rolle spielen. Hingegen waren die Thromben nach Zugabe von 
anti-TF-AK im Vergleich zur Kontrolle deutlich kleiner (Abb. 22 E). Folglich ist TF maßgeblich 
an der Thrombusbildung durch L3.6pl-MP beteiligt. 
 A B C 
 
D E 
  
Abb. 22: Thrombusgewichte [mg] nach Injektion von zweimal je 150 µg L3.6pl-MP im DVT-Modell 
L3.6pl-MP wurden in die Schwanzvene von WT- bzw. P-Selectin-defizienten Mäusen injiziert und die Bildung der DVT unter 
verschiedenen experimentellen Bedingungen getestet. Die Analysen der Thromben erfolgten nach insg. 48 h Versuchsdauer.  
Mittelwerte ± SEM, n=3, n.s.=nicht signifikant, * p=<0,05 gegenüber der entsprechenden Kontrolle 
A: P-Selectin
-/- 
B: Thrombozyten Depletions-AK 
C: Neutrophilen Depletions-AK 
D: PCK 
E: anti-TF-AK 
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3.4 Fibrinbildung und mikrovaskuläre Thrombose im orthotopen und 
transgenen Tiermodell  
In vivo wurde die Fibrinbildung in der Leber mittels Carstair’s Staining analysiert. Die 
hepatischen Gefäße wurden in kleine Gefäße mit einem Durchmesser von <25 µm 
(Sinusoide), mittelgroße Gefäße (25 µm-100 µm) und große Gefäße mit einem Durchmesser 
>100 µm unterteilt. 
Das Ausmaß des Verschlusses der Lebergefäße wurde pro Leberschnitt in 10 konsekutiven 
Gesichtsfeldern in allen sichtbaren Gefäßen bei 20-facher Vergrößerung des Objektivs 
ausgemessen und folgendermaßen kategorisiert: <10 % Okklusion (keine Okklusion), 10 %-
70 % Okklusion (partielle Okklusion) und >70 % Okklusion (vollständige 
Okklusion=Gefäßthrombose). 
Im orthotopen Modell wurde bei der Untersuchung der Sinusoide in allen Versuchsreihen die 
Bildung von Mikrogefäßthrombosen deutlich (Abb. 23 A-C, Abb. 35 A-C, Abb. 36 B-I). Nach 
der orthotopen Injektion von L3.6pl-Zellen wurden, ähnlich wie bei unbehandelten WT-
Mäusen (Abb. 23 A, Abb. 36 A), nur wenige Mikrogefäßthrombosen beobachtet (Abb. 23 A, 
Abb. 35 A, Abb. 36 B). Zu den meisten Mikrogefäßthrombosen kam es nach der Injektion 
von L3.6pl-MP. Mit steigender Konzentration an injizierten L3.6pl-MP stieg auch das Ausmaß 
der Gefäßokklusion an (Abb. 23 A, B, Abb. 35 B, C, F, Abb. 36 C, F, G). Auch die Injektion 
von L3.6pl-Zellen plus L3.6pl-MP (bzw. FG-Zellen plus FG-MP) induzierte 
Mikrogefäßthrombosen, insbesondere die Verabreichung von L3.6pl-Zellen plus 3 x 200 µg 
L3.6pl-MP (Abb. 23 A, C, Abb. 35 C, Abb. 36 D, E, H). Rivaroxaban verhinderte die durch 
Karzinom-MP induzierten Mikrogefäßthrombosen (Abb. 23 C, Abb. 36 I).   
Nach der Injektion von L3.6pl-Zellen alleine wurde, ähnlich wie bei unbehandelten WT-
Mäusen (Abb. 24 A, Abb. 25 A, Abb. 36 A), kein Verschluss von mittelgroßen und großen 
Lebergefäßen induziert (Abb. 24 A, Abb. 25 A, Abb. 35 F, K, Abb. 36 B). Diese Lebergefäße 
waren nach der Injektion von 9 x 100 µg L3.6pl-MP bzw. 9 x 150 µg L3.6pl-MP zum Teil 
verschlossen (Abb. 24 B, Abb. 25 B, Abb. 36 F, G), nicht aber nach der Injektion von 1 x 375 
µg L3.6pl-MP (Abb. 24 A, Abb. 25 A, Abb. 35 G, L, Abb. 36 C). Die Injektion von L3.6pl-
Zellen plus den entsprechenden MP (bzw. von FG-Zellen plus FG-MP) in sowohl niedriger 
als auch hoher Konzentration induzierte die vollständige Okklusion von großen und 
mittelgroßen Lebergefäßen (Abb. 24 A, C, Abb. 25 A, C, Abb. 35 H, M, Abb. 36 D, E, H), 
jedoch teils in geringerem Ausmaß als die Injektion von hohen Dosen an L3.6pl-MP alleine 
(Abb. 24 B, Abb. 25 B, Abb. 36 G). Nach Gabe von Rivaroxaban kam es zu einer deutlichen 
Reduktion der Thrombosierung in mittelgroßen und großen Lebergefäßen (Abb.  24 C, Abb. 
25 C, Abb. 36 I).  
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Mit Ausnahme der Injektion von L3.6pl-Zellen plus 3 x 200 µg L3.6pl-MP +/- Rivaroxaban (21 
Tage Versuchsdauer) erfolgten alle oben erwähnten Analysen nach insg. 56 Tagen 
Versuchsdauer.  
Auch in den transgenen Mäusen wurden nach der Injektion von KCP-MP verstärkt 
Mikrogefäßthrombosen in der Leber beobachtet (Abb. 23 D, Abb. 35 D, E, Abb. 36 J, K). 
Die vollständige Okklusion der mittelgroßen Gefäße stieg nach Injektion von KCP-MP 
hingegen nicht an (Abb. 24 D, Abb. 35 I, J, Abb. 36 J, K). Große Gefäße waren bei 
transgenen Mäusen nicht okkludiert (Abb. 25 D, Abb. 35 N, Abb. 36 J). Nach Gabe von 9 x 
200 µg KCP-MP kam es jedoch auch zur Thrombusbildung in großen Gefäßen (Abb. 25 D, 
Abb. 35 O, Abb. 36 K). 
Die Lebern der transgenen Mäuse wurden nach 56 Tagen Versuchsdauer, die Lebern der 
transgenen Mäuse plus Injektion von KCP-MP nach 54 Tagen analysiert. 
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Abb. 23: Bildung von 
Mikrogefäßthrombosen im orthotopen 
und transgenen Mausmodell 
Die Quantifizierung der 
Mikrogefäßthrombosen in der Leber 
erfolgte im Carstair’s Staining. 
Versuchsdauer Abb. A, B: 56 d, Abb. C: 
21 d, Abb. D: transgene Maus 56 d, 
transgene Maus+KCP-MP: 54 d 
Mittelwerte ± SEM, n=4, n.s.=nicht 
signifikant, ** p=<0,01, *** p=<0,001 
gegenüber: 
A: a) L3.6pl-Zellen,  
     b) L3.6pl-MP 1 x 375 µg  
B: L3.6pl-MP 9 x 100 µg 
C: L3.6pl-Zellen+L3.6pl-MP 3 x 200 µg 
D: transgene Maus  
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Abb. 24: Bildung von Thromben in 
Gefäßen mit einem Durchmesser von  
25 µm-100 µm im orthotopen und 
transgenen Mausmodell 
Mittels Carstair’s Staining wurden die 
Thrombosen in Gefäßen von 25 µm- 
100 µm Durchmesser  in der Leber 
quantifiziert. 
Versuchsdauer Abb. A, B: 56 d, Abb. C: 
21 d, Abb. D: transgene Maus 56 d, 
transgene Maus+KCP-MP: 54 d 
Mittelwerte ± SEM, n=4, n.s.=nicht 
signifikant, *** p=<0,001 gegenüber: 
A: a) L3.6pl-Zellen,  
     b) L3.6pl-MP 1 x 375 µg  
B: L3.6pl-MP 9 x 100 µg 
C: L3.6pl-Zellen+L3.6pl-MP 3 x 200 µg  
D: transgene Maus  
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Abb. 25: Thrombusentstehung in 
Gefäßen mit einem Durchmesser von 
>100 µm im orthotopen und transgenen 
Mausmodell 
Die Quantifizierung der Thrombosen in 
Gefäßen von >100 µm Durchmesser in der 
Leber wurde mithilfe des Carstair’s 
Stainings durchgeführt. 
Versuchsdauer Abb. A, B: 56 d, Abb. C:  
21 d, Abb. D: transgene Maus 56 d,  
transgene Maus+KCP-MP: 54 d 
Mittelwerte ± SEM, n=4,  
n.s.=nicht signifikant gegenüber: 
A: a) L3.6pl-Zellen,                                         
     b) L3.6pl-MP 1 x 375 µg 
B: L3.6pl-MP 9 x 100 µg  
C: L3.6pl-Zellen+L3.6pl-MP 3 x 200 µg  
D: transgene Maus  
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Die mittels Carstair’s Färbung gewonnenen Ergebnisse wurden schließlich mit Experimenten 
verglichen, in denen die Fibrinbildung der Lebergefäße mittels Fibrin/Fibrinogen-Färbung 
analysiert wurde (Abb. 26, Abb. 37). Dabei zeigte sich, dass die Ergebnisse beider Methoden 
eng miteinander übereinstimmten. 
   
3.5 MP-induzierte Bildung prämetastatischer Nischen 
Um zu prüfen, ob Tumor-MP die Bildung von prämetastatischen Nischen beeinflussen, 
wurde analysiert, ob die MP folgende, für prämetastatische Nischen typische, Parameter 
verändern: die Bildung von Myofibroblasten sowie die Infiltration von Neutrophilen in der 
Leber.  
3.5.1 α-SMA  
Um die Bildung von Myofibroblasten zu prüfen, wurden die Lebern der Versuchstiere des 
orthotopen und transgenen Mausmodells auf das Vorkommen von α-SMA-positiven 
Strukturen untersucht. Während in Kontrolltieren und mit Tumorzellen alleine behandelten 
Tieren (orthotopes Modell) keine α-SMA-positiven Strukturen detektierbar waren (Abb. 27 A, 
B, Abb. 28 A), war nach zusätzlicher Gabe der Tumor-MP eine deutliche α-SMA-Färbung 
erkennbar (Abb. 27 C, D, Abb. 28 A, B). Nach Verabreichung von Rivaroxaban sank die 
Anzahl der α-SMA-positiven Strukturen in der Leber (Abb. 28 B). Die Analysen wurden nach 
56 Tagen Versuchsdauer durchgeführt, bei der Injektion von L3.6pl-Zellen plus 3 x 200 µg 
L3.6pl-MP ± Rivaroxaban nach 21 Tagen. Im transgenen Mausmodell wurden weder bei 
transgenen Mäusen (Versuchsdauer 56 Tage) noch bei transgenen Mäusen nach 
Verabreichung von KCP-MP (Versuchsdauer 54 Tage) positive Strukturen sichtbar.  
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karzinomatöse MP im Fibrin/Fibrinogen-
Staining 
Die Lebern der Mäuse nach Injektion von 
L3.6pl-Zellen+L3.6pl-MP 1 x 375 µg wurden in 
einem Fibrin/Fibrinogen-Staining gefärbt und 
der Gefäßverschluss >70 % durch 
Fibrin/Fibrinogen quantifiziert. n=4, Mittelwerte 
± SEM  
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Abb. 27: Darstellung von Myofibroblasten in der Leber                                                              
Schwarze Pfeile kennzeichnen α-SMA-positive Strukturen. Versuchsdauer Abb. A-C: 56 d, Abb. D: 21 d 
A: WT, B: L3.6pl-Zellen, C: L3.6pl-Zellen+L3.6pl-MP 1 x 375 µg, D: L3.6pl-Zellen+L3.6pl-MP 3 x 200 µg,  
Größenindikator=50 µm 
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Abb. 28: Quantifizierung der  
α-SMA-positiven Strukturen in der 
Leber  
In den angegebenen Versuchsgruppen 
wurden die Gesichtsfelder mit α-SMA-
positiven Strukturen in der Leber gezählt 
und in Prozent der Gesamtzahl der 
Gesichtsfelder pro Leberschnitt 
angegeben. Die Versuchsdauer betrug 
bei den Gruppen in Abb. A 56 d, bei den 
Gruppen in Abb. B 21 d. 
Mittelwerte ± SEM, n=4, * p=<0,05 
gegenüber: 
A: a) L3.6pl-Zellen, 
    b) L3.6pl-MP 1 x 375 µg 
B: L3.6pl-Zellen+L3.6pl-MP 3 x 200 µg  
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3.5.2 Neutrophile Granulozyten 
Bei der Färbung der Neutrophilen in den Lebern zeigte sich, dass in Tieren, die mit 
Karzinomzellen plus Tumor-MP in niedriger Dosis (1 x 375 µg L3.6pl-MP) behandelt worden 
waren, die Infiltration gegenüber den WT-Tieren und gegenüber denjenigen Tieren, welchen 
L3.6pl-Zellen alleine injiziert worden waren, nicht verändert war (Abb. 29 A, Abb. 38 A, B). 
Die Lebensdauer in den erwähnten Tiergruppen betrug 56 Tage. Nach Injektion von L3.6pl-
Zellen plus einer höheren Menge an MP (3 x 200 µg L3.6pl-MP) waren die 
gewebeassoziierten Neutrophilen erhöht (Abb. 29 B, Abb. 38 E). Interessanterweise stieg 
durch die Verabreichung von Rivaroxaban die Anzahl der Neutrophilen an (Abb. 29 B, Abb. 
38 F). Hier wurden die Lebern nach 21 Tagen Versuchsdauer analysiert. Hohe 
Gewebespiegel an neutrophilen Granulozyten wurden auch nach alleiniger Injektion von 
hohen Dosen an L3.6pl-MP (9 x 100 µg L3.6pl-MP bzw. 9 x 150 µg L3.6pl-MP) beobachtet 
(Abb. 29 C, Abb. 38 D). Die Versuchsdauer lag bei 56 Tagen. 
Im transgenen Modell wurden im Vergleich zu unbehandelten transgenen Mäusen nach 
Injektion von KCP-MP ebenfalls mehr Neutrophile pro Gesichtsfeld in der Leber gezählt 
(Abb. 29 D, Abb. 38 G, H). Die Lebern wurden bei transgenen Tieren nach 56 Tagen 
Versuchsdauer untersucht, bei transgenen Tieren, welchen KCP-MP injiziert worden waren, 
nach 54 Tagen. 
Intravasal wurden unter allen Bedingungen nur sehr wenige Neutrophile gefunden (Daten 
nicht gezeigt). 
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3.6 Metastasierung des Pankreaskarzinoms im orthotopen und transgenen 
Tiermodell  
3.6.1 Ki67-Färbung  
Zur Analyse mikroskopisch sichtbarer Metastasen wurde eine Ki67-Färbung von 
Leberschnitten der Mäuse der Versuchsgruppen des orthotopen Mausmodells durchgeführt.  
Mittels der Ki67-Färbung werden proliferierende Zellkerne und somit auch Tumorzellen 
dargestellt. Der hierbei verwendete anti-Ki67-AK detektierte spezifisch humane Zellen ohne 
mit Mausstrukturen kreuzzureagieren. Daher konnte davon ausgegangen werden, dass 
positiv angefärbte Zellkerne tatsächlich Tumorzellen darstellen und auf die injizierten 
humanen karzinomatösen Zellen bzw. MP zurückzuführen waren.  
Nach Injektion von L3.6pl-Zellen wurden wenige Ki67-positive Zellkerne gefunden (Abb. 30 
B, Abb. 31 A), während in den Lebern von WT-Mäusen keine Ki67-positiven Nuklei detektiert 
wurden (Abb. 30 A, Abb. 31 A). Die meisten Ki67-positiven Zellkerne wurden nach Injektion 
von L3.6pl-Zellen plus L3.6pl-MP gefunden (Abb. 30 C, D, Abb. 31 A, B). Die Zahl der 
0 
5 
10 
15 
20 
25 
30 
35 
40 
45 
50 
A
n
z
a
h
l 
n
e
u
tr
o
p
h
il
e
r 
 
G
ra
n
u
lo
z
y
te
n
 
 p
ro
 G
e
s
ic
h
ts
fe
ld
 
b)*** 
a) n.s. 
0 
5 
10 
15 
20 
25 
30 
35 
40 
45 
50 
A
n
z
a
h
l 
n
e
u
tr
o
p
h
il
e
r 
 
G
ra
n
u
lo
z
y
te
n
  
p
ro
 G
e
s
ic
h
ts
fe
ld
 
** 
0 
5 
10 
15 
20 
25 
30 
35 
40 
45 
50 
A
n
z
a
h
l 
n
e
u
tr
o
p
h
il
e
r 
 G
ra
n
u
lo
z
y
te
n
  
p
ro
 G
e
s
ic
h
ts
fe
ld
 
*** 
0 
5 
10 
15 
20 
25 
30 
35 
40 
45 
50 
A
n
z
a
h
l 
n
e
u
tr
o
p
h
il
e
r 
 G
ra
n
u
lo
z
y
te
n
 
 p
ro
 G
e
s
ic
h
ts
fe
ld
 
*** 
Abb. 29: Quantifizierung von neutrophilen 
Granulozyten in der Leber  
In den Mauslebern aller Versuchsreihen wurden 
Ly6G (+) - neutrophile Granulozyten gezählt.  
Die Versuchsdauer betrug in Abb. A 56 d, in Abb. 
B 21 d, in Abb. C 56 d und in Abb. D bei 
transgenen Mäusen 56 d, bei transgenen 
Mäusen nach Injektion von KCP-MP 54 d. 
Mittelwerte ± SEM, n=4, n.s.=nicht signifikant,  
** p=<0,01, *** p=<0,001 gegenüber:  
A: a) L3.6pl-Zellen, b) L3.6pl-MP 1 x 375 µg  
B: L3.6pl-Zellen+L3.6pl-MP 3 x 200 µg  
C: L3.6pl-MP 9 x 100 µg   
D: transgene Maus  
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positiven Zellkerne stieg umso mehr, je höhere Mengen an L3.6pl-MP injiziert wurden (Abb. 
30 D, Abb. 31 B). Wurde Rivaroxaban vor der Injektion von L3.6pl-MP verabreicht, sank die 
Zahl der Ki67-positiven Zellkerne deutlich ab (Abb. 30 E, Abb. 31 B). 
Wurden den Mäusen L3.6pl-MP alleine gespritzt, so konnten bei niedrigen MP-Mengen (375 
µg) keine Ki67-positiven Zellkerne in der Leber gefunden werden (Abb. 31 A). Nach Injektion 
von hohen Mengen an L3.6pl-MP wurden jedoch Ki67-positive Zellkerne detektiert (Abb. 31 
C). Die Lebern wurden nach insg. 56 Tagen Versuchsdauer analysiert. Die Lebern der Tiere 
in den Versuchsgruppen L3.6pl-Zellen+L3.6pl-MP 3 x 200 µg, mit und ohne Verabreichung 
von Rivaroxaban, wurden nach 21 Tagen Versuchsdauer untersucht. 
 A  B C
 
 D E 
 
Abb. 30: Zellkerne mit Positivität für humanes Ki67 in Leberschnitten 
Von den Leberschnitten der Tiere des orthotopen Modells wurde eine Färbung zur Detektion von Ki67-positiven Zellkernen 
durchgeführt. Versuchsdauer Abb. A-C: 56 d, Abb. D, E: 21 d 
A: WT, B: L3.6pl-Zellen, C: L3.6pl-Zellen+L3.6pl-MP 1 x 375 µg, D: L3.6pl-Zellen+L3.6pl-MP 3 x 200 µg, E: L3.6pl-
Zellen+L3.6pl-MP 3 x 200 µg, +Rivaroxaban, Größenindikator=100 µm 
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Abb. 31: Quantifizierung von Ki67-positiven Zellkernen in der Leber  
In diversen Versuchsansätzen wurden L3.6pl-Zellen bzw. -MP injiziert. Nach Versuchsende wurden in den Lebern Ki67-positive 
Zellkerne detektiert. Die Versuchsdauer betrug in den Versuchsgruppen der Abb. A und C 56 d, in den Gruppen der Abb. B  
21 d.  
Mittelwerte ± SEM, n=4, * p=<0,05, ** p=<0,01  gegenüber: 
A: a) L3.6pl-Zellen, b) L3.6pl-MP 1 x 375 µg 
B: L3.6pl-Zellen+L3.6pl-MP 3 x 200 µg  
C: L3.6pl-MP 9 x 100 µg  
3.6.2 Cytokeratin 19-Färbung 
Um mikroskopisch sichtbare Metastasen im transgenen Mausmodell zu detektieren, wurde 
eine Cytokeratin 19-Färbung der Leberschnitte durchgeführt. Diese Färbung wurde 
verwendet, da es in der Ki67-Färbung nicht möglich war murine nicht-karzinomatöse 
Strukturen von murinen karzinomatösen Strukturen, welche von den transgenen Mäusen 
oder KCP-MP stammten, zu unterscheiden. 
In den Lebern der transgenen Mäuse konnten, nach insg. 56 Tagen Versuchsdauer, keine 
Cytokeratin 19-positiven Strukturen gefunden werden (Abb. 32 A). Ebenfalls keine 
Cytokeratin 19-positiven Strukturen wiesen nach 54 Tagen Versuchsdauer die Lebern der 
transgenen Mäuse auf, welchen KCP-MP injiziert worden waren (Abb. 32 B).  
A B 
  
Abb. 32: Cytokeratin 19-Färbung der Leberschnitte des transgenen Modells  
Die Lebern der transgenen Mäuse wurden mittels der immunhistochemischen Cytokeratin 19-Färbung auf metastatische 
Strukturen untersucht. Die Versuchsdauer betrug bei transgenen Mäusen 56 d, bei transgenen Mäusen nach KCP-MP-Injektion 
54 d. 
A: transgene Maus, B: transgene Maus+KCP-MP 9 x 200 µg 
Größenindikator=50 µm 
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3.6.3 Morphologisch veränderte Leberstrukturen 
Bei der Färbung der Lebern wurden morphologisch veränderte, metastatische Strukturen in 
den Lebern der Mäuse nach Injektion von L3.6pl-Zellen sowie nach der Injektion von L3.6pl-
Zellen plus L3.6pl-MP und bei transgenen Mäusen sowie bei transgenen Mäusen nach 
Injektion von KCP-MP sichtbar.  
Die Quantifizierung der Gesichtsfelder mit diesen Strukturen zeigte das erhöhte Auftreten 
von solchen Herden nach Injektion von L3.6pl-Zellen plus L3.6pl-MP (Abb. 33 C, Abb. 34 A, 
B) im Vergleich zu dem Auftreten dieser metastatischen Herde nach der Injektion von L3.6pl-
Zellen (Abb. 33 B, Abb. 34 A). Nach Injektion von L3.6pl-MP alleine wurden keine 
morphologisch veränderten Strukturen gefunden (Abb. 33 A, Abb. 34 A). Die Versuchsdauer 
betrug 56 Tage, bei den Tieren der Versuchsgruppen L3.6pl-Zellen+L3.6pl-MP 3 x 200 µg, 
mit und ohne Verabreichung von Rivaroxaban, 21 Tage. 
Auch bei den transgenen Mäusen, welche mit KCP-MP behandelt worden waren (54 Tage 
Versuchsdauer), fiel im Vergleich zu unbehandelten transgenen Mäusen (56 Tage 
Versuchsdauer) ein Anstieg der morphologisch veränderten Gesichtsfelder in der Leber auf 
(Abb. 33 D, E, Abb. 34 C). 
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Abb. 33: Darstellung von 
metastatischen Strukturen in der Leber 
A-C: morphologisch veränderte 
Gesichtsfelder im Ki67-Staining 
(orthotopes Modell), D-E: morphologisch 
veränderte Gesichtsfelder im Carstair’s 
Staining (transgenes Modell). Die Pfeile 
zeigen die veränderten metastatischen 
Strukturen an. 
Versuchsdauer Abb. A-D: 56 d, 
Abb. E: 54 d 
A: L3.6pl-MP 1 x 375 µg 
B: L3.6pl-Zellen 
C: L3.6pl-Zellen+L3.6pl-MP 1 x 375 µg 
D: transgene Maus 
E: transgene Maus+KCP-MP 9 x 200 µg 
Größenindikator=100 µm 
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A B C 
   
Abb. 34: Quantifizierung von morphologisch veränderten Gesichtsfeldern in der Leber  
Nacktmäusen wurden in verschiedenen Experimenten L3.6pl-Zellen bzw. L3.6pl-MP und transgenen Mäusen KCP-MP 
verabreicht. Die Versuchsdauer betrug in den Gruppen der Abb. A 56 d, der Abb. B 21 d, der Abb. C bei transgenen Mäusen  
56 d und bei transgenen Mäusen+KCP-MP 54 d. Nach Versuchsende wurden die Gesichtsfelder mit metastatischen Strukturen 
in der Leber gezählt und in Prozent der Gesamtzahl der Gesichtsfelder pro Leberschnitt angegeben. Mittelwerte ± SEM, n=4,  
* p=<0,05, *** p=<0,001 gegenüber: 
A: a) L3.6pl-Zellen, b) L3.6pl-MP 1 x 375 µg                                                                          
B: L3.6pl-Zellen+L3.6pl-MP 3 x 200 µg  
C: transgene Maus  
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4. Diskussion 
4.1 Mausmodelle des Pankreaskarzinoms 
Für die Experimente der vorliegenden Arbeit wurden zwei unterschiedliche 
Pankreaskarzinom-Modelle analysiert, ein orthotopes sowie ein transgenes Modell. Mittels 
der hoch metastatischen L3.6pl-Zelllinie kann orthotop eine Form des Pankreaskarzinoms 
etabliert werden, die eine frühzeitige Metastasierung induziert und damit charakteristisch ist 
für das hohe metastatische Potential dieses Karzinomtyps. Das transgene 
Pankreaskarzinommodell, das auf Kras-Mutationen und der p53-Inaktivierung beruht, eignet 
sich ebenso für die Analyse des Pankreaskarzinoms im Tiermodell, da Mutationen des Kras-
Gens und eine Deletion des p53-Proteins zu den häufigsten Mutationen des 
Pankreaskarzinoms zählen (Lesina et al. 2011).  
Da in der vorliegenden Arbeit Pankreaskarzinomzellen und -MP dieser sehr 
unterschiedlichen Tumormodelle eingesetzt wurden, sind die Gemeinsamkeiten in der 
Gerinnungsaktivierung und Metastasierung, welche in beiden Modellen festgestellt wurden 
(Kap. 4.2 - 4.7), von besonderem Stellenwert. 
4.2 Aktivierung der Koagulation durch Pankreaskarzinomzellen und -
Mikrovesikel in vitro 
Im ersten Teil der Dissertation wurde untersucht, inwiefern Pankreaskarzinomzellen sowie -
Mikrovesikel (d.h. MP und Exosomen) die Blutgerinnung aktivieren. Hierbei konnte gezeigt 
werden, dass Pankreaskarzinomzellen und -MP generell prothrombogen wirken. Im 
Gegensatz zu MP weisen Exosomen eine schwächere prokoagulatorische Wirkung auf.  
In Assays der Vollblutgerinnung kam es bei tumorösen Zellen und Mikrovesikeln zur 
gesteigerten Fibrinbildung (Abb. 6). Analysen der Faktor Xa-Bildung zeigten darüber hinaus, 
dass die Gerinnungsaktivierung bei den Zellen und MP des transgenen und des orthotopen 
Pankreaskarzinommodells strikt von Faktor X abhängig ist (Abb. 7, Abb. 8, Abb. 13 C). Die 
Aktivierung von Faktor X kann prinzipiell über den TF/Faktor VIIa-Komplex sowie durch den 
intrinsischen Tenase-Komplex (bestehend aus Faktor IXa, Faktor VIII, Calcium und  
Phospholipiden) erfolgen.  
Die Bildung von Thromben wurde zudem nach Zugabe von L3.6pl-MP zu Vollblut im 
Flusskammermodell analysiert (Kap. 3.3.1). Im Gegensatz zur Kontrolle induzierten die 
karzinomatösen MP Thromben, in welchen MP eingeschlossen waren. Dies deutet darauf 
hin, dass MP unter Flussbedingungen in einem ex vivo Modell maßgeblich an der 
Fibrinbildung beteiligt sind.   
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4.2.1 Aktivierung des extrinsischen Blutgerinnungsweges durch 
Pankreaskarzinomzellen und -MP 
In der vorliegenden Arbeit wurde beobachtet, dass  Zellen und MP des orthotopen 
Pankreaskarzinommodells die Fibrinbildung TF-abhängig aktivieren und somit der 
extrinsische Blutgerinnungsweg gestartet wird (Abb. 11, Abb. 12). In der Tat erfolgte in vitro 
in Anwesenheit des anti-TF-AK eine nahezu vollständige Inhibition der Gerinnung. Somit ist 
TF für die prokoagulatorische Wirkung der Zellen und MP des orthotopen 
Pankreaskarzinommodells entscheidend verantwortlich. Demzufolge kommt dem sog. 
Cancer Procoagulant (Gordon et al. 1981), das TF- und Faktor IX- unabhängig den Faktor X 
aktiviert, möglicherweise nur eine geringere Rolle für die prokoagulatorische Wirkung im 
orthotopen Modell zu. 
Bereits in früheren Untersuchungen wurde TF als eines der wichtigsten prothrombogenen 
Proteine der Pankreaskarzinomzellen und -MP charakterisiert (Mackman et al. 2004, 
Tesselaar et al. 2007, Zwicker et al. 2009). Zusätzlich wurde in den hier beschriebenen 
Experimenten bei den MP des orthotopen Modells eine partielle Abhängigkeit von Faktor VII 
beobachtet, dem Liganden von TF, was die Abhängigkeit vom extrinsischen 
Gerinnungssystems bestätigt (Abb. 13 A). Wang et al. (2012) beschreiben die Expression 
von TF auf zwei Pankreaskarzinom-Zelllinien sowie -MP. Allerdings zeigen sie, dass die 
Blutgerinnung durch den TF der Karzinomzellen und weniger durch TF-exprimierende MP 
aktiviert wird. Diese Beobachtung steht im Gegensatz zu den Versuchen der vorliegenden 
Arbeit, in welchen die Blutgerinnung zwar durch den TF der Tumorzellen, jedoch zu einem 
erheblichen Teil auch durch den TF der MP des Pankreaskarzinoms aktiviert wurde. Diese 
Unterschiede könnten darauf zurückzuführen sein, dass für die Untersuchungen 
unterschiedliche Zelllinien verwendet wurden. 
Im Allgemeinen werden auch Exosomen prokoagulatorische Eigenschaften zugeschrieben 
(van Doormaal et al. 2009). Dies wurde in der vorliegenden Arbeit bestätigt, da es zu einer 
Fibrinbildung durch Exosomen kam (Abb. 6). In einigen Studien wird die Expression von TF 
auf Exosomen beschrieben (Garnier et al. 2012, Park et al. 2012). Hingegen war in den 
Experimenten der vorliegenden Arbeit keine TF-Abhängigkeit der prokoagulatorischen 
Wirkungen der Exosomen festzustellen (Abb. 12 B). Auch diese Unterschiede zu früheren 
Untersuchungen sind vermutlich durch die unterschiedlichen verwendeten Zelllinien bedingt.  
Bei den Zellen und MP des transgenen Modells führte eine Inhibition von TF zu keiner 
Beeinträchtigung der Gerinnung (Abb. 11, Abb. 12 A). Somit könnte in diesem Modell Faktor 
X in der Tat direkt aktiviert werden, z.B. durch das Cancer Procoagulant (s.o.). Im Gegensatz 
zu TF war keine nennenswerte Beteiligung von Faktor XII an der Gerinnungsaktivierung 
durch Tumorzellen und -MP beider Pankreaskarzinommodelle festzustellen, so dass davon 
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auszugehen ist, dass das Kontaktaktivierungssystem für die Tumor-induzierte Fibrinbildung 
von geringer Bedeutung ist (Abb. 9, Abb. 10). 
Allerdings zeigte sich im transgenen Modell (insbesondere bei KCP-MP) eine partielle 
Abhängigkeit von Faktor IX und Faktor XI (Abb. 13 B, D). Dies deutet darauf hin, dass es in 
diesem Modell möglicherweise über Thrombin (dieses aktiviert Faktor VIII, den Cofaktor für 
Faktor IXa, sowie Faktor XI), nicht aber über Faktor XIIa, zur Aktivierung des intrinsischen 
Gerinnungsweges kommen kann. 
4.2.2 Bedeutung von Mucinen für die Blutgerinnungsaktivierung durch 
Pankreaskarzinomzellen und -Mikrovesikel 
Mucine werden bei diversen Karzinomen epithelialer Herkunft, so z.B. beim Mamma- und 
Pankreaskarzinom, überexprimiert. Laut vorangegangener Untersuchungen könnten Mucine 
die Gerinnung fördern (Tesselaar et al. 2007, Wang et al. 2012). In Interaktion mit P-Selectin 
können Mucine am Trousseau Syndrom (einer rezidivierenden superfiziellen migratorischen 
Thrombophlebitis) bei Krebspatienten beteiligt sein (Wahrenbrock et al. 2003).  
In der vorliegenden Arbeit wurde in den Zelllinien bzw. MP des transgenen Tiermodells das 
glykosylierte Transmembranprotein Muc-1 als prokoagulatorisch wirkendes Protein 
identifiziert (Abb. 14-16). 
Hingegen war Muc-4 nicht an der Gerinnungsaktivierung durch MP beteiligt (Abb. 17). Beim 
Pankreaskarzinom ist zwar die Überexpression von Muc-4 und dessen Bedeutung für das 
Primärtumorwachstum und die Metastasierung des Pankreaskarzinoms beschrieben (Singh 
et al. 2004, Ansari et al. 2013). Jedoch ist bislang, im Einklang zu den vorliegenden 
Experimenten, noch keine Assoziation zwischen der Thrombosierung und der Expression 
von Muc-4 festgestellt worden.  
4.3 Proteomanalyse von Pankreaskarzinomzellen und -MP 
Mittels Proteomanalyse wurden mehr als 350 Proteine in den Zellen bzw. MP der beiden 
Tiermodelle identifiziert. Hierbei zeigte sich, dass in den MP Adhäsions- und 
Transportproteine stärker exprimiert waren als in den entsprechenden Elternzellen. Die 
Zellen hingegen wiesen im Verhältnis zu den jeweiligen MP eine ausgeprägtere Expression 
von nukleären und zytoplasmatischen, mit Transkription und Translation assoziierten 
Proteinen sowie ribosomalen Proteinen auf.  
Interessanterweise waren aber auch in den MP bestimmte nukleäre Proteine nachweisbar, 
die prinzipiell an der durch MP bedingten Metastasierung und Transformation von Zellen 
beteiligt sein könnten (u.a. KIF 23, Kap. 3.2, Abb. 18, Abb. 19). 
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4.4 Bildung von DVT durch MP des Pankreaskarzinoms in vivo 
Bei Patienten mit Pankreaskarzinom werden häufig DVT diagnostiziert, welche eine 
zusätzliche Komplikation der Erkrankung darstellen (Khorana et al. 2004, Zwicker et al. 
2007, Davila et al. 2008). Die Prognose für die Patienten wird durch die Bildung dieser 
Thrombosen deutlich verschlechtert. In einem DVT-Modell wurde die Situation, wie sie bei 
der Bildung der DVT bei Pankreaskarzinompatienten vorliegt, nachgebildet. Durch die 
Ligatur der murinen Vena cava caudalis wurde ein reduzierter Blutfluss erzeugt ohne einen 
nennenswerten Endothelschaden an der Vene zu verursachen. Die anschließende Injektion 
von Tumor-MP führte zu einer massiven Thrombusbildung in der Vena cava caudalis. 
Hingegen führte die Injektion von MP aus dem Blut von gesunden Blutspendern zu 
Thromben mit geringerem Gewicht (Abb. 21). Demzufolge wurde gezeigt, dass Tumor-MP in 
vivo DVT auslösen.  
In der Literatur wurden bereits Experimente mit DVT-Mausmodellen beschrieben. Wang et 
al. (2012) beobachteten bei Mäusen mit orthotopen Pankreastumoren, welchen exogen 
Tumor-MP zugeführt wurden, dass es bei einer MP-Konzentration, welche 40x höher war als 
die endogene MP-Konzentration, zur Thrombosierung kam. In einem FeCl3-induzierten 
Modell der Venösen Thrombose zeigte sich hingegen eine vermehrte Thrombenbildung auch 
ohne exogene Tumor-MP-Zufuhr. Diese Ergebnisse bestätigen, dass Tumor-MP zur Bildung 
der DVT beitragen können. Die Daten können jedoch nicht direkt mit den Ergebnissen der 
hier dargestellten Experimente verglichen werden. In den DVT-Versuchen der vorliegenden 
Arbeit wurden keine Tumorzellen, sondern nur MP injiziert. Schon geringe Mengen an 
Karzinom-MP führten in unseren Versuchen zu einer massiven Thrombenbildung. Auch 
unterschieden sich die experimentellen Bedingungen. So wurden bei Wang et al. die Mäuse 
bereits 3 h nach Venenligatur, in den vorliegenden Experimenten aber erst 48 h nach 
Venenligatur euthanasiert. Durch die längere Versuchsdauer kann die Thrombusentstehung 
über einen längeren Zeitraum beobachtet werden. Zum anderen wurden in den vorliegenden 
Experimenten WT-Mäuse und in den Versuchen der Studie von Wang et al. 
immunsupprimierte Mäuse verwendet. Immunsupprimierte Mäuse unterscheiden sich u.U. 
deutlich von WT-Mäusen. Zudem entspricht das von Wang et al. angewandte FeCl3-Modell 
nicht den Vorgängen bei der Entstehung der DVT und könnte, unabhängig von der Injektion 
von Tumor-Zellen bzw. -MP, durch den induzierten Endothelschaden bereits eine Aktivierung 
der Gerinnung induzieren.  
Die Thrombosen, welche durch MP des orthotopen Pankreaskarzinommodells hervorgerufen 
werden, waren TF-abhängig (Abb. 22 E). Diese Beobachtung ist in weitgehender 
Übereinstimmung mit Untersuchungen an Patienten mit Pankreaskarzinomen, bei denen 
eine Assoziation zwischen MP-TF-Aktivität und der Ausbildung von DVT beschrieben wurde 
(Tesselaar et al. 2007, Khorana et al. 2008). Wang et al. (2012) berichten im Gegensatz 
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dazu, dass wahrscheinlich der TF des Primärtumors und nicht der TF der MP 
ausschlaggebend für die Thrombosierung ist. 
In einem weiteren DVT-Modell, in welchem die venöse Thrombose durch FeCl3- und 
Laserbehandlung induziert und somit ein Endothelschaden herbeigeführt wurde, wurde 
neben TF auch P-Selektin Glykoprotein Ligand-1 (PSGL-1) auf karzinomatösen MP als 
Aktivator der DVT identifiziert. Demnach rekrutiert PSGL-1 über die Interaktion mit P-Selectin 
von Thrombozyten und Endothelzellen die MP an die Thrombosierungsstelle, während TF für 
die eigentliche Aktivierung der Blutgerinnung ausschlaggebend ist (Thomas et al. 2009).  
Unsere Ergebnisse können diese Befunde nicht bestätigen, da nach Injektion von Tumor-MP 
in P-Selectin-/--Mäusen die Thrombusentstehung nicht verändert wurde (Abb. 22 A). Dies 
könnte daran liegen, dass die Versuchsbedingungen der Studie von Thomas et al. von 
denen der vorliegenden Arbeit abweichen. Bei Thomas et al. wurden WT-Mäuse 
herangezogen und ein Venenendothelschaden hervorgerufen. Durch FeCl3 könnte ein 
anderer Gerinnungs-Mechanismus induziert worden sein als durch die Restriktion des 
Blutflusses wie in der vorliegenden Arbeit.  
Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass den Thrombozyten, neutrophilen Granulozyten 
sowie dem Gerinnungsfaktor XII keine Rolle für die Bildung der DVT zukommt (Abb. 22 A-D). 
Im Gegensatz dazu tragen myeloide Zellen und Thrombozyten zur DVT in Abwesenheit der 
Tumor-MP bei (von Brühl et al. 2012). Demzufolge unterscheiden sich die Mechanismen der 
durch Tumor-MP induzierten Thrombusentstehung von denjenigen, welche DVT nach Stase 
induzieren. Schließlich könnten aber auch andere Proteine als TF für die 
Gerinnungsaktivierung durch Tumor-MP verantwortlich sein. In dieser Arbeit zeigte sich, 
dass KCP-MP, welche nicht TF-abhängige prokoagulatorische Aktivitäten aufweisen (Abb. 
11 B, 12 A), ebenfalls DVT hervorrufen (Abb. 21).  
4.5 Bildung von Mikrogefäßthrombosen in Lebergefäßen durch karzinomatöse 
MP in vivo 
Im Carstair’s Staining wurde analysiert, in welchem Ausmaß große und kleine Lebergefäße 
bei den verschiedenen Modellen des Pankreaskarzinoms durch Fibrin okkludiert werden. 
Dies war deshalb von besonderer Bedeutung, da Voruntersuchungen gezeigt haben, dass 
Mikrogefäßthromben in der hepatischen Mikrozirkulation gebildet werden, um Pathogene 
einzuschließen und deren weitere Disseminierung zu verhindern (Massberg et al. 2010, 
Engelmann & Massberg 2013, Pfeiler et al. 2014). Analog hierzu könnte das durch 
Wirtszellen gebildete Fibrin im Rahmen eines Host Response Mechanismus auch die 
Verbreitung von Tumorzellen unterbinden und anti-metastatisch fungieren.  
In den vorliegenden Experimenten wurde sowohl im orthotopen als auch im transgenen 
Tiermodell beobachtet, dass Tumor-MP Mikrogefäßthrombosen in der Leber induzieren 
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(Abb. 23). Dabei werden die Mikrogefäßthrombosen definiert als ein mind. 70 %-iger 
Verschluss von Gefäßen mit einem Durchmesser unter 25 µm. Nach Injektion von 
karzinomatösen Zellen waren die Mikrogefäßthrombosen deutlich weniger ausgeprägt als 
nach Injektion der MP (Abb. 23). Wurden Zellen plus MP injiziert, so wurden in den 
Sinusoiden sowie auch in mittelgroßen und großen Gefäßen Thrombosen beobachtet (Abb. 
23-25). Tumorzellen verstärkten die gerinnungsfördernde Wirkung der MP. Dies war sowohl 
bei der L3.6pl-Zelllinie und FG-Zelllinie, als auch bei der KCP-Zelllinie der Fall.  
Dies zeigt, dass MP alleine Mikrogefäßthrombosen und in sehr hohen Dosen auch 
Thrombosen in größeren Gefäßen verursachen können. Gemeinsam mit Tumorzellen haben 
die MP jedoch auch in niedriger Dosierung das Potential eine Fibrinbildung in Gefäßen mit 
einem Durchmesser >25 µm auszulösen. Zusammen mit den vorangegangenen 
Beobachtungen, welche zeigen, dass MP stark prokoagulatorisch wirken und DVT auslösen 
können, liegt es somit nahe anzunehmen, dass Tumor-MP Fibrin in Mikrogefäßen bilden, um 
durch einen Immune Escape Mechanismus dem Immunsystem zu entgehen und auf diesem 
Weg zur Metastasierung beitragen.  
4.6 Bildung einer prämetastatischen Nische durch Tumor-MP in vivo 
Aktivierte Fibroblasten, sog. Myofibroblasten, unterstützen die Tumorprogression, 
Metastasierung und Angiogenese (Tanaka et al. 1988, Orimo et al. 2005). Auch sind sie an 
der Ausbildung einer prämetastatischen Nische beteiligt (Spaeth et al. 2009, Duda et al. 
2010). Im Gegensatz zu nicht aktivierten Fibroblasten sind Myofibroblasten α-SMA-positiv. 
Daher kann α-SMA als Marker für Myofibroblasten verwendet werden. α-SMA-positive 
Myofibroblasten wurden in den vorliegenden Experimenten ausschließlich bei denjenigen 
Mäusen gefunden, welchen L3.6pl-Zellen plus L3.6pl-MP injiziert worden waren (Abb. 27, 
Abb. 28). Da in den übrigen Versuchsgruppen keine α-SMA-positiven Strukturen gefunden 
wurden, deutet dies darauf hin, dass die Bildung der prämetastatischen Nischen durch die 
gleichzeitige Anwesenheit von Tumor-MP und Karzinomzellen induziert wird. Nach 
zusätzlicher Verabreichung von Rivaroxaban wurden weniger α-SMA-positive Strukturen 
gefunden (Abb. 28 B). Somit wird die Bildung von prämetastatischen Nischen durch die 
Inhibition der Gerinnung teilweise verhindert.  
Im transgenen Modell wurden in keiner der untersuchten Gruppen α-SMA-positive Strukturen 
in der Leber beobachtet (Kap. 3.5.1). Dies könnte darauf hindeuten, dass im transgenen 
Modell keine Bildung einer prämetastatischen Nische durch Injektion von Tumor-MP erfolgt. 
Andererseits könnte die α-SMA-Färbung auch nicht alle Karzinom-assoziierten Fibroblasten 
identifizieren (Sugimoto et al. 2006).  
Da neutrophile Granulozyten an der Bildung der prämetastatischen Nische beteiligt sein 
können (Psaila et al. 2009), wurde in den betroffenen Lebern nach diesen Immunzellen 
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gefahndet. Die höchste Neutrophilen-Zahl im Lebergewebe wurde nach Injektion von L3.6pl-
Zellen plus L3.6pl-MP (3 x 200 µg) ermittelt (Abb. 29 B). Dies könnte darauf hindeuten, dass 
Karzinomzellen und Tumor-MP für die Bildung einer prämetastatischen Nische nötig sind, 
wie schon mittels α-SMA-Färbung nachgewiesen wurde. Wurden nur MP injiziert, so wurden 
mit steigender Konzentration an injizierten Tumor-MP zunehmend gewebeassoziierte 
Neutrophile beobachtet (Abb. 29 A, C). Somit könnten karzinomatöse MP u.U. auch alleine 
an der Bildung einer prämetastatischen Nische beteiligt sein. Auch nach Injektion von L3.6pl-
Zellen wurden neutrophile Granulozyten entdeckt (Abb. 29 A), jedoch in signifikant 
geringerem Ausmaß als nach Injektion von L3.6pl-MP. 
Nach Rivaroxaban-Gabe stieg die Anzahl der neutrophilen Granulozyten in der Leber an 
(Abb. 29 B). Dies könnte zum einen darauf hindeuten, dass Rivaroxaban und somit eine 
Faktor Xa Inhibition nicht die Ausbildung einer prämetastatischen Nische hemmt. Neutrophile 
Granulozyten könnten aber auch durch die Rivaroxaban-Injektion per se rekrutiert worden 
sein, unabhängig von der Bildung der prämetastatischen Nische. Den Neutrophilen könnte in 
diesem Zusammenhang allerdings auch eine gänzlich andere, derzeit ungeklärte Funktion 
zukommen. 
Vergleichbar dem orthotopen Modell wurden im transgenen Mausmodell ebenfalls mehr 
leberassoziierte Neutrophile nach Injektion von Tumor-MP gezählt (Abb. 29 D).  
Diese Ergebnisse deuten folglich darauf hin, dass Interaktionen von Tumor-MP mit Tumor-
Zellen die Ausbildung einer prämetastatischen Nische fördern, wobei u.U. auch Tumor-MP 
alleine die Entstehung von prämetastatischen Nischen begünstigen könnten. 
4.7 Steigerung der Metastasierung durch karzinomatöse MP in vivo 
Bei Pankreaskarzinom-Patienten wurde beobachtet, dass sich zum Zeitpunkt der 
Metastasierung nur wenige karzinomatöse Zellen im Blut befinden (Talmadge et al. 2010). 
Daher könnten insbesondere karzinomatöse MP, die möglicherweise früher in das Blut 
abgegeben werden als Karzinomzellen, eine tragende Rolle im Metastasierungsprozess 
spielen. 
Ein Überblick über die Ergebnisse der Ki67-Färbung der vorliegenden Arbeit zeigt, dass MP 
den pro-metastatischen Effekt der Zellen verstärken (Abb. 30 B-D, Abb. 31 A, B) und in 
niedriger Konzentration alleine nicht zur Metastasierung beitragen (Abb. 31 A). 
Nach Verabreichung von sehr hohen Mengen an L3.6pl-MP alleine wurden zwar einige Ki67-
positive Zellkerne gefunden (Abb. 31 C). MP könnten in hohen Mengen nach ihrer Migration 
ins Gewebe gesunde Zellen karzinomatös transformieren. Es sind jedoch sowohl Tumor-
Zellen als auch -MP nötig, um eine robuste Metastasierung zu induzieren. Da auch die 
Fibrinbildung und Thrombosierung der Mikrogefäße der Leber durch Tumor-MP plus 
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Tumorzellen sehr stark gefördert wurden, könnte die Fibrinbildung an der Metastasierung 
des Pankreaskarzinoms beteiligt sein. 
Im Einklang mit dieser Hypothese stehen die Resultate der Experimente mit Rivaroxaban. 
Die Inhibition der Fibrinbildung hatte einen klaren anti-metastatischen Effekt (Abb. 30 D, E, 
Abb. 31 B). Damit könnten die Tumor-MP über eine verstärkte Fibrinbildung dazu beitragen, 
dass sie selbst sowie Tumorzellen von der Immunantwort des Wirtsorganismus nicht erkannt 
werden und auf diesem Wege die Disseminierung des Pankreaskarzinoms unterstützen.  
In den Experimenten mit transgenen Mäusen wurden in der Cytokeratin-19-Färbung nach 
Injektion der KCP-MP keine metastatischen Strukturen in der Leber gefunden. Da diese 
Mäuse generell bereits nach 8 Wochen Lebensdauer an den Folgen des Primärtumors 
versterben, ist es möglich, dass in dieser kurzen Zeitspanne keine Cytokeratin-19-positiven 
Metastasen ausgebildet werden können (Kap. 3.6.2). 
Die pro-metastatische Wirkung der Tumor-MP wurde auch anhand von morphologisch 
veränderten metastatischen Gewebestrukturen in den Lebern ermittelt. Analog zu den 
Ergebnissen der Ki67-Färbung wurden morphologisch veränderte Leberstrukturen nach 
Injektion von L3.6pl-Zellen und in einem höheren Ausmaß nach zusätzlicher Injektion von 
L3.6pl-MP gefunden (Abb. 33 B, C, Abb. 34 A, B). Bei den mit Rivaroxaban behandelten 
Mäusen zeigten sich im Vergleich zur Kontrollgruppe weniger metastatische Strukturen (Abb. 
34 B). Dies stimmt ebenfalls mit den Ergebnissen der Ki67-Färbung überein. Nach 
Verabreichung von L3.6pl-MP alleine wurden diese metastatischen Herde nicht entdeckt 
(Abb. 33 A, Abb. 34 A). Auch im transgenen Modell wurden mehr morphologisch veränderte 
Gewebestrukturen nach der zusätzlichen Injektion von KCP-MP beobachtet (Abb. 33 D, E, 
Abb. 34 C). Somit scheinen ebenfalls im transgenen Modell pro-metastatische Effekte der 
MP nachweisbar zu sein. Denkbar wäre, dass die morphologisch veränderten Strukturen in 
einem früheren Stadium der Metastasierung auftreten als Cytokeratin-19 positive Strukturen. 
4.8 Mechanismen der Metastasierung des Pankreaskarzinoms durch 
karzinomatöse MP 
Da also karzinomatöse MP die Gerinnung aktivieren und gleichzeitig pro-metastatisch 
agieren, stellt sich die Frage, welche Mechanismen die Blutgerinnung und die 
Metastasierung des Pankreaskarzinoms möglicherweise fördern. Hierbei könnten Protease-
aktivierte Rezeptoren, sog. PARs, beteiligt sein, welche in die Tumorigenese und die Bildung 
von Metastasen involviert sein können. PARs werden durch extrazelluläre Serinproteasen 
aktiviert und dienen als Signalmoleküle, welche zelluläre Vorgänge mittels G-Protein-
gekoppelter Rezeptoren steuern. Der TF/Faktor VIIa-Komplex und der daraus resultierende 
Faktor Xa aktivieren beispielsweise PAR-2 (Camerer et al. 2000). Somit könnte ein PAR-2-
Rho-Aktivierungmechanismus bei den L3.6pl-Zellen und -MP zum Tragen kommen. 
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Hingegen wird PAR-1 u.a. durch den Faktor Xa aktiviert (Gieseler et al. 2013) und könnte 
somit an der pro-metastatischen Wirkung der KCP-Zellen und -MP beteiligt sein. PAR-1, 
PAR-3 und PAR-4 werden durch Thrombin aktiviert (Coughlin 1999). Da durch Zellen und 
Mikrovesikel beider Pankreaskarzinommodelle Thrombin gebildet wird, wäre auch dieser 
Aktivierungsweg möglich. In der Tat konnte gezeigt werden, dass PAR-1, PAR-2 und PAR-4 
an der Tumorigenese und Angiogenese beteiligt sind (Han et al. 2011, Gieseler et al. 2013). 
Es ist also denkbar, dass außer den Tumor-Zellen auch Tumor-Mikrovesikel über PAR-
Rezeptoren die Fibrinbildung und Metastasierung beeinflussen könnten. Es wäre somit 
interessant in weiterführenden Experimenten die potentielle Aktivierung von PAR-
Rezeptoren durch Zellen und Mikrovesikel des orthotopen und transgenen Modells zu 
untersuchen. 
Bereits früh wurde erkannt, dass die Expression von TF mit der Progression des 
Pankreaskarzinoms einher gehen kann (Kakkar et al. 1995). Des Weiteren kann 
Mikrovesikel-TF die Aggressivität, das metastatische Potential und die Wachstumsrate des 
Mammakarzinoms steigern (Lima et al. 2013). Dabei könnten u.U. durch die TF-abhängige 
Fibrinbildung natürliche Killerzellen davon abgehalten werden, Mikrometastasen zu 
bekämpfen (Palumbo et al. 2007). Dass TF auch in den Experimenten dieser Arbeit eine 
wichtige Rolle für die Metastasierung des Pankreaskarzinoms spielen könnte ist sehr 
wahrscheinlich, da im TF-abhängigen orthotopen Modell ein sehr hohes 
Metastasierungspotential beobachtet wurde. Im TF-unabhängigen transgenen Modell scheint 
hingegen ein anderer Mechanismus zum Tragen zu kommen, an dem möglicherweise das 
sog. Cancer Procoagulant beteiligt ist. 
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5. Zusammenfassung 
Pankreaskarzinompatienten leiden an einer frühzeitigen Metastasierung des Tumors und 
weisen zudem gehäuft Tiefe Venenthrombosen (Deep Vein Thrombosis=DVT)  auf. Es 
wurde beschrieben, dass Pankreaskarzinomzellen sog. Mikrovesikel (MP und Exosomen) 
sezernieren, welche u.a. prokoagulatorische Eigenschaften besitzen.  
In der vorliegenden Arbeit wurde an zwei unterschiedlichen Pankreaskarzinommodellen, 
einem orthotopen und einem transgenen Modell, die Rolle von Mikrovesikeln für die 
Fibrinbildung und die Metastasierung des Pankreaskarzinoms untersucht. Beide Modelle 
unterscheiden sich hinsichtlich des Metastasierungspotentials und dadurch, dass die 
beteiligten Zellen humaner bzw. muriner Abstammung sind.  
Die Experimente zeigten, dass MP beider Pankreaskarzinommodelle die Blutgerinnung und 
Thrombosierung in der Mikrozirkulation der Leber sowie in der Vena cava caudalis fördern. 
Im orthotopen Modell geschah dies TF-abhängig, im transgenen Modell hingegen TF-
unabhängig unter Beteiligung von Muc-1. MP des transgenen Modells aktivierten partiell den 
intrinsischen Blutgerinnungsweg. In einem geringeren Ausmaß agierten auch Exosomen des 
orthotopen Modells prokoagulatorisch, allerdings schien TF nicht an dieser Wirkung beteiligt 
zu sein. 
Interessanterweise wurden in beiden Modellen in vitro und in vivo ausgeprägte 
Gemeinsamkeiten bezüglich der Thrombosierung festgestellt. So wurde in beiden Modellen 
beobachtet, dass für die Thrombosierung durch MP und Zellen der Gerinnungsfaktor Xa 
unerlässlich ist. Zudem wurde durch die MP beider Modelle die Bildung von 
Mikrogefäßthrombosen in der Leber gefördert. Hohe Mengen an MP bzw. die Interaktion von 
Tumorzellen und -MP  induzierten ebenfalls Thrombosen in großen Lebergefäßen. Auch 
verursachten MP des orthotopen sowie des transgenen Modells die Bildung von DVT. Diese 
entwickelten sich im orthotopen Modell TF-abhängig. 
Bezüglich der Metastasierung konnten ebenfalls Übereinstimmungen in beiden Modellen 
gefunden werden. MP ermöglichen offensichtlich über eine Steigerung der Fibrinbildung die 
Ausbildung einer prämetastatischen Nische und die Metastasierung des Pankreaskarzinoms 
in der Leber. Der pro-metastatische Effekt ist am größten, wenn Tumor-MP gemeinsam mit 
Tumorzellen agieren. Im orthotopen Modell konnte zudem gezeigt werden, dass die 
Inhibierung der Gerinnung eine reduzierte Metastasierung zur Folge hat. 
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6. Summary 
Patients suffering from pancreatic carcinoma are known to develop early metastasis as well 
as deep vein thrombosis. It has been described previously that pancreatic cancer cells 
release so-called microvesicles (microparticles and exosomes) that possess procoagulant 
properties. In this thesis, the role of microvesicles for fibrin formation and metastasis of 
pancreatic cancer was examined in two different pancreatic carcinoma models, an orthotopic 
and transgenic model. These models differ in their metastatic potential and in their origin 
(human vs. murine).  
The results presented in the thesis show that microparticles of both cancer models display a 
pronounced procoagulant activity that induces both microvascular thrombosis and DVT. In 
the orthotopic model coagulation occurred in a TF-dependent manner, in the transgenic 
model the procoagulant effect was TF-independent but mucin-1-dependent. Microparticles of 
the transgenic model also supported the intrinsic coagulation pathway. To a lesser extent, 
also exosomes were found to be procoagulant which was TF-independent.  
The results showed strong similarities in the prothrombotic mechanisms in vivo and in vitro 
promoted by these distinctly different cancer models. In particular, in both models, the 
procoagulant and prothrombotic effects were entirely dependent on factor Xa. Microparticles 
from both models promoted microthrombosis in liver. High amounts of microparticles as well 
as cancer cells plus microparticles caused also occlusion of larger liver vessels. 
Furthermore, microparticles contributed to the development of deep vein thrombosis in both 
models. In the orthotopic model this proved to be TF-dependent.  
There were also marked similarities in the prometastatic effects of both models of pancreatic 
cancer. Microparticles were found to support premetastatic niche formation and liver 
metastasis. The most prominent prometastatic effect was observed when both tumor cells 
and microparticles were present. In the orthotopic model inhibition of coagulation prevented 
metastasis. 
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8. Anhang 
8.1 Carstair’s Färbung 
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Abb. 35: Fibrinbildung im orthotopen und transgenen Mausmodell  
Die Carstair’s Färbung erfolgte zur Darstellung des Fibrins in Lebergefäßen bei den Tieren der verschiedenen Versuchgruppen.  
schwarze Pfeile zeigen auf Fibrin 
A, B, C, D, E: Okklusion von Sinusoiden 
A: L3.6pl-Zellen 
B: L3.6pl-MP 1 x 375 µg 
C: L3.6pl-Zellen+L3.6pl-MP 1 x 375 µg 
D: transgene Maus 
E: transgene Maus+KCP-MP 9 x 200 µg 
F, G, H, I, J: Okklusion von mittelgroßen Gefäßen 
F: L3.6pl-Zellen 
G: L3.6pl-MP 1 x 375 µg 
H: L3.6pl-Zellen+L3.6pl-MP 1 x 375 µg 
I: transgene Maus 
J: transgene Maus+KCP-MP 9 x 200 µg 
K, L, M, N, O: Okklusion von großen Gefäßen 
K: L3.6pl-Zellen 
L: L3.6pl-MP 1 x 375 µg 
M: L3.6pl-Zellen+L3.6pl-MP 1 x 375 µg 
N: transgene Maus 
O: transgene Maus+KCP-MP 9 x 200 µg 
Größenindikator=100 µm 
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Okklusion 
10 %-70 % 
Okklusion 
>70 % 
Okklusion 
93,5 % 
4,4 % 
2,1 % 
L3.6pl-Zellen+L3.6pl-MP 3 x 200 µg 
Durchmesser der Lebergefäße: 25 
µm - 100 µm 
<10 % 
Okklusion 
10 %-70 % 
Okklusion 
>70 % 
Okklusion 
79,2 % 
12,5 % 
8,3 % 
L3.6pl-Zellen+L3.6pl-MP 3 x 200  
µg 
Durchmesser der Lebergefäße: 
> 100 µm 
<10 % 
Okklusion 
10 %-70 % 
Okklusion 
>70 % 
Okklusion 
68,0 
% 
24,4 
% 
7,5 % 
L3.6pl-Zellen+L3.6pl-MP 3 x 
200 µg, + Rivaroxaban 
Durchmesser der Lebergefäße: 
< 25 µm 
<10 % 
Okklusion 
10 %-70 % 
Okklusion 
>70 % 
Okklusion 
*** 
*** 
*** 87,7 % 
11,5 % 
0,8 % 
L3.6pl-Zellen+L3.6pl-MP 3 x 200 µg, 
+ Rivaroxaban 
Durchmesser der Lebergefäße: 25 
µm - 100 µm 
<10 % 
Okklusion 
10 %-70 % 
Okklusion 
>70 % 
Okklusion 
n.s.  
n.s.  
n.s.  
88,9 % 
8,6 % 
2,5 % 
L3.6pl-Zellen+L3.6pl-MP 3 x 200 
µg, + Rivaroxaban 
Durchmesser der Lebergefäße: 
> 100 µm 
<10 % 
Okklusion 
10 %-70 % 
Okklusion 
>70 % 
Okklusion 
n.s.  
n.s.  
n.s.  
78,7% 
21% 
0,28% 
transgene Maus  
Durchmesser der Lebergefäße 
<25 µm 
<10 % 
Okklusion 
10 %-70 % 
Okklusion 
>70 % 
Okklusion 
89,6% 
6,2% 
3,1% 
transgene Maus 
Durchmesser der Lebergefäße: 25 
µm - 100 µm 
 
<10 % 
Okklusion 
10-70 % 
Okklusion 
>70 % 
Okklusion 
100% 
0% 
transgene Maus  
Durchmesser  der Lebergefäße: 
>100 µm 
<10 % 
Okklusion 
10 %-70 % 
Okklusion 
>70 % 
Okklusion 
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Abb. 36: Gefäßokklusion durch Fibrin in einzelnen Versuchsgruppen des orthotopen und transgenen Mausmodells 
Das Ausmaß der Okklusion der Lebergefäße durch Fibrin in Prozent wurde im Carstair’s Staining ermittelt. Kategorisierung des 
Ausmaßes der Gefäßokklusion: <10 % Okklusion, 10 % - 70 % Okklusion, >70 % Okklusion, Kategorisierung der 
Lebergefäßgröße je nach Gefäßdurchmesser: <25 µm, 25 µm - 100 µm, >100 µm 
A: WT 
B: orthotope Injektion von 1 x 10
6 
L3.6pl-Zellen  
C: Injektion von 1 x 375 µg
 
L3.6pl-MP i.v.  
D: orthotope Injektion von 1 x 10
6 
L3.6pl-Zellen und 1 x 375 µg L3.6pl-MP i.v.  
    n.s.=nicht signifikant, * p=<0,05, ** p=<0,01, *** p=<0,001 gegenüber der entsprechenden Gruppe in Abb. 37 C 
E: orthotope Injektion von 1 x 10
6 
FG-Zellen und 1 x 375 µg FG-MP i.v.  
F: Injektion von 9 x 100 µg L3.6pl-MP i.v.  
G: Injektion von 9 x 150 µg L3.6pl-MP i.v. 
    n.s.=nicht signifikant, ** p=<0,01 gegenüber der entsprechenden Gruppe in Abb. 37 F 
H: orthotope Injektion von 1 x 10
6 
L3.6pl-Zellen und 3 x 200 µg L3.6pl-MP i.v. 
I: orthotope Injektion von 1x10
6 
L3.6pl-Zellen und 3 x 200 µg L3.6pl-MP i.v., plus 3 x 3 mg/kg Rivaroxaban i.v.  
   n.s.=nicht signifikant, ** *p=<0,001 gegenüber der entsprechenden Gruppe in Abb. 37 H 
J: transgene Maus  
K: transgene Maus, Injektion von 9 x 200 KCP-MP i.v. 
   n.s.=nicht signifikant, * p=<0,05, ** p=<0,01, *** p=<0,001 gegenüber der entsprechenden Gruppe in Abb. 37 J 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
Abb. 37: Verschlüsse von Gefäßen der Leber durch karzinomatöse MP 
Quantifizierung des Fibrin(ogen)-Stainings der Lebern von Mäusen nach Injektion von L3.6pl-Zellen+L3.6pl-MP 1 x 375 µg n=4, 
Mittelwerte  
54,3 % 25,6 % 
20,2 % 
transgene Maus+KCP-MP 9 x 200 
µg 
Durchmesser der Lebergefäße: 
<25 µm 
<10 % 
Okklusion 
10 %-70 % 
Okklusion 
>70 % 
Okklusion 
*** 
*** 
*** 
54,9 % 35,1 % 
1,3 % 
transgene Maus+KCP-MP 9 x 
200 µg 
Durchmesser der Lebergefäße: 
25 µm - 100 µm 
<10 % 
Okklusion 
10 %-70 % 
Okklusion 
>70 % 
Okklusion 
** n.s.  
n.s.  
20 % 
20 % 
20 % 
transgene Maus+KCP-MP 9 x 200 
µg 
Durchmesser der Lebergefäße: 
>100 µm 
<10 % 
Okklusion 
10 %-70 % 
Okklusion 
>70 % 
Okklusion 
n.s.  
n.s.  
* 
43 % 
52 % 
5 % 
L3.6pl-Zellen+L3.6pl-MP 1 x 375 
µg 
Durchmesser der Lebergefäße: < 
25 µm 
<10 % 
Okklusion 
10 %-70 % 
Okklusion 
>70 % 
Okklusion 
31 % 
49 % 
20 % 
L3.6pl-Zellen+L3.6pl-MP 1 x 
375 µg 
Durchmesser der 
Lebergefäße: 25 µm - 100 µm 
<10 % 
Okklusion 
10 %-70 % 
Okklusion 
>70 % 
Okklusion 
58 % 
35 % 
7 % 
 L3.6pl-Zellen+L3.6pl-MP 1 x 
375 µg 
Durchmesser der Lebergefäße: 
> 100 µm 
<10 % 
Okklusion 
10 %-70 % 
Okklusion 
>70 % 
Okklusion 
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8.2 Färbung der neutrophilen Granulozyten 
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Abb. 38: Färbung neutrophiler Granulozyten in der Leber  
In allen Versuchsgruppen erfolgte die Färbung von neutrophilen Granulozyten (schwarze Pfeile) in der Leber. 
A: L3.6pl-Zellen  
B: L3.6pl-Zellen+L3.6pl-MP 1 x 375 µg 
C: L3.6pl-MP 1 x 375 µg 
D: L3.6pl-MP 9 x 150 µg 
E: L3.6pl-Zellen+L3.6pl-MP 3 x 200 µg 
F: L3.6pl-Zellen+L3.6pl-MP 3 x 200 µg, +Rivaroxaban 
G: transgene Maus 
H: transgene Maus+KCP-MP 9 x 200 µg  
Größenindikator=50 µm 
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